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緒 論
微生 物変換 はそれが 産生す る酵素を利用す る反応であ り,化 学 的な合成法 と比べ容易 に,し か
も収率 よ く目的物を得 ることが できる。そのため これ までに多 くの研 究が なされ,特 に顕著な生
理活性を有す る ステ ロイ ドの分野では幾多の興 味ある変換 が見い 出 され てい る。1)これ は 微生 物t
が高等 な動植物 に比 して ライフサ イクルが早 く,ま た培養条件 の コン トロールや無細胞系の分離
が容易で合成手段 と してきわめて有利なためである。 このように微生物変換は主 として実用 上の
要求か らステロイ ドを中心 に研究が展開 されてきたが、その成果 と して,た とえば土壌菌によ る
11β一水酸化 と細 菌 によ るa1脱 水 素反 応の発見 により,副 腎皮質 ホルモ ンの大 量生産 が可能
となったことがあげ られ る。 また今 日補充療法 ホル モ ン剤 と してのみ な らず抗炎症 剤,蛋 白同化
剤,低 コ レステロール剤等 として優れ た薬理効果 の賞用 されてい るステロイ ドホルモ ンの重要 な
中 間 体(た とえ ばandrosta-1,4-diene-3,17-dione)が,安価 にかつ容易 に入手 出来
るステロール(cholesterol,stigmasterol,β一sitosterolなど)の微生物 変換 によ り一段
階で,し か も収 率よ く得 られ るよ うにな ったこともその成果の一つ として注 目に値す る。
一方 ,近年微 生物 による変換反応 が高等動物 におけ る生合成や酵素反応のモ デル として生物化
学の領域で も重要な位 置を 占めるよ うにな ってきた。 とりわけ ステロイ ドのA環 にみ られ る脱水
素反応,水 素添加反応 は ヒ トにおけるestrogenやandrogenなどの生台成機構 と 関連 して 興
味が もたれ るため,こ れ までその機構セ解明すべ く多 くの研 究が行なわれてきた。す なわ ちtes-
tosterone,androstenedioneなどの内因性Cl9ステ ロイ ドは胎 盤,卵 巣 におい てestrogenに
変換 される2)が,こ の酵素的芳香化1こ際 してはC-10メ チル基の脱離 とC-1お よびC-2水 素
の脱離,す なわ ちA環 への二重結合の導 入が必要 であ りの,重 水 素 あるい は トリチウム標識法に
よ って1β 一,2β一水素の ・is脱離が立 体選択 的におこることが証 明 されている。+-o)これ に反
し,微 生物 によ るこの種のdi脱 水素反 応はla-,23-一水素 のtrans脱離 であることが明 らか
とな っている。3・】o)すなわ ち,Ringoldら11)は1a一および1β 一methy1-17β一hydroxy-
5α一androstan-3-oneを基質 とし,BaeillusspLaeアic・・sとイ ンキュベー トした際,1P-
methy1体か らのみdl-en-3-oneを 生成す ることか ら1α一水素が立体選択 的に脱離す ると
考え,さ らに1α 一di-5a-androstane-3,17-di。neを基 質 に用い ることによ りこれを証
明 した。12)他方C-2水 素脱離 について も同様 に2a-hydroxy一および2a-methyl-androst-
4-ene-3、17-dioneはBaeillussj・Laeriezesの基質 となるが、2β 一hydroxy体は基質 と
な り得 ないことが見い 出され11),さらに2β 重水素標識基質を用い ることによ り,19一水素 に特
異的 であることが明 らか にされた。12)Jerussiらls)はこれ らの 事実に もとづきO-1,C-
2の重水素標識基質を用いて この脱水素反 応のKinetic,isot。peeffectを検討 し,Fig.1
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に示すよ うな機構を提 唱 してい る。
C
Jく鼻 追 ぐ饗 止《+。⑳
(A=ProtondonorB=ProtonacceptorC=Hydrideacceptor)
Fig.1:ProposedMechanis皿ofEnzymaticDehydrogenation
一 方
,testosteroneに代 表 さ れ るd,-3-ketosteroidが肝,前 立 腺 に よ っ て5α 一 お よ び
5β一dihydro体 に 変 換 さ れ る 際 ,5位 へ は 補 酵 素 か ら の 水 素 がt4・20),一方,4位 へ は 培 地 か
ら の 水 素 が 付 加 す る14)こと が 明 らか に さ れ て い る 。 し か し な が ら微 生 物 に よ る こ の 種 還 元 の 機 構
に 関 す る研 究 は き わ め て と ぼ し い 。 す な わ ち 腸 内 細 菌 に よ るcholesrenoneのcoprostanoneへ
の 変 換 の 際5位 の 水 素 は 補 酵 素 に 由 来 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る21)のみ で,4位 水 素 付 加 の
立 体 化 学 に つ い て は 何 ら検 討 が な さ れ て い な い 。
近 年,2H,1℃,isNな ど 非 放 射 性 の 安 定 同 位 元 素 が 反 応 機 構 の 解 析 の み な ら ず,生 合 成,体 謝
な ど の 研 究 に ト レー サ ー と し て 広 く用 い られ て い る 。 と り わ け 基 質 の 重 水 素 標 識 は 酵 素 反 応 に お
け る 水 素 原 子 の 挙 動 を 知 る ヒで き わ め て 有 用 な 手 段 で あ る 。
本 論 文 は こ の よ う な 観 点 か ら 微 生 物 に よ る 脱 水 素,水 素 添 加,さ ら に 二 重 結 合 の 異 性 化 を と り
あ げ,そ れ ら の 機 構 をisotopetechniqueを駆 使 し て 立 体 化 学 の 立 場 か ら 検 討 した も の で あ る 。
ま ず 臭 素 あ る い は メ チ ル 基 で 標 識 し た 基 質 を 用 い て しか 検 討 が な さ れ て い な い5α 一お よ び5β 一
3-ketosteroidの脱 水 素 反 応 を と り あ げ た 。 す な わ ち2位 あ る い は4位 を 立 体 特 異 的 に 重 水 素
標 識 し た5α 一 お よ び5β 一androstane-3,17-dioneを 合 成 し,こ れ ら基 質 に つ い てNoear-
diarestrzetusによ るC-2,C-4か ら の 水 素 脱 離 の 立 体 選 択 性 を 検 討 し た 。 つ い で 脱 水 素 反
応 の 機 構 と も 関 連 し て 興 味 が も た れ る こ と か ら4-di-androstene-3,17-dioneを 合 成 し,
こ れ を 基 質 と してPenteiltLtLntdeeumbenslこよ る4位 水 素 付 加 の 立 体 化 学 を 検 討 し,シ フ ト
試 薬 を 用 い る核 磁 気 共 鳴(NMR)ス ペ ク トル を 駆 使 し て そ れ を 明 ら か に し た 。
ス テ ロ イ ドホ ル モ ンの 工 業 的 製 造 法 と し て 古 く か ら ス テ ロ ー ル の 微 生 物 変 換 が 試 み られ て い る
がArthrebactersLntplexによ るcholesterolのandrosta-1,4-diene-3,17-dione
(ADD)へ の 変 換 に お け るC-2,C-4か ら の 水 素 脱 離 も こ の よ う な 観 点 か ら興 味 深 い も の
が あ る 。そ こ でcholester。1の2位 お よ び4位 を 立 体 特 異 的1こ 重 水 素 標 識 し,こ れ を 基
一2一
質 と し て/lrthr・baeterStmplexによ る 変 換 を 行 な い,C-2,G-4水 素 脱 離 の 立 体 選 択
性 を 検 討 し た。
最 後 に3β 一hydroxysteroidoxidaseによ るcholesteroiのchoSestenoneへの 変 換 に お
け るC-4お よ びG-6水 素 の 挙 動 に つ い て 検 討 を 加 え た 。
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第1章5β 一3ケ トステ ロイ ドの脱 水 素 機 構
第1節 序
5ff-3-Kelosteroidが種 々 の 微 生 物 に よ り脱 水 素 化 さ れ ,1,2位 お よ び4,5位 間 に 二 重
結 合 が 導 入 され る こ と は よ く知 ら れ て い るel)しか し そ の 機 構 に 関 し て はAbul-Hajjの 研 究22)
が み られ る の み で あ る 。す な わ ち4β 位 に 臭 素 あ る い は メ チ ル 基 を 置 換 した5β 一androstane-3,
17-dioneを1V・cardiarestrLctzesのce11-freeextractとイ ンキ ュ ベ ー ト し ,い ず れ の
基 質 か ら もd、-3-keto体 が 得 ら れ る こ と か ら一 般 に 」4不 飽 和 化 は4a-,5β 一水 素 のtrans
脱 離 で あ る と 結 論 して い る。 し か し な が ら 臭 素 、 メ チ ル 基 は 水 素 と は 異 な っ て か さ 高 く,し か も
基 質 に4β 置 換 体 しか 用 い て い な い な ど,酵 素 反 応 の 立 体 化 学 を 論 ず る た め の 方 法 論 と して 必 ら
ず し も 適 切 と は い い 難 い 。 そ こ で 著 者 は5β 一3-ketosteroidのdi,d4不飽 和 化 に お け る 水 素
脱 離 の 機 構 を 明 らか に す る た め よ り適 切 な 基 質 と してC-2,C-4を 立 体 特 異 的 に そ れ ぞ れ 重
水 素 標 識 し た5β 一androstane-3,17-dione4種 を 合 成 し た 。 つ い で こ れ ら を 基 質 と し,
N・eardiαrestrictusのcen-freeextractに よ る 脱 水 素 反 応 を 検 討 し た 。
第2節Epimeric2一 お よ び4--di--5P-Androstane-3,17-dionesの 合 成23)
微 生 物 に よ る5α 一お よ びd4-3ケ トス テ ロ イ ドのdl不 飽 和 化 反 応 に お け る水 素 脱 離 の 立 体 化
学 を 検 討 す る 目 的 で,C-1,C-2を 重 水 素 標 識 し た 基 質 の 合 成 が 今 日 ま で 種 々 試 み られ て い
る 。 す な わ ちC-1重 水 素 標 識 に 関 し て は17fi-hydroxy-5α一一androst-1-en-3-oneを出
発 原 料 と し,接 触 還 元 を 標 識 手 段1ご用 い 数 工 程 を 経 て1α 一両 一一5a-androstane-3,17-dione
を,13)一方andr。sta-1,4-diene-3,17-dioneを 接 触 還 元,ア ル カ リ処 理 に 付 し て1β 一
d1-androst-4-ene-3,17-di。neを得 て い る 。12)また ,C-2重 水 素 標 識 体 に つ い て は
2α一iodoandrost-4-ene-3,i7-dioneを 重 酢 酸 中 亜 鉛 末 で 処 理 して2α 一d,-androst-
4-ene-3 ,17-dioneを 合 成 し て い る 。13)さらにRingoldら は2α,3α 一epoxy-5α一and-
rostan-17-oneを 重 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ムIJチ ウ ム(LiAlD,)で 還 元 的 に 開 環 後 ,酸 化 して
2〆9-dl　 5α 一androstane-3 ,17-dioneを 製 し て い る 。t2)し か し な が ら ケ 白 一cisス テ ロ
イ ドでは この種 の検討 がなされてい ない。 一般 に重水素標識を伴 うmonohydroxy化合物 の合成
には カルポニル基 の還元の他,二 重結合へ のdiboraneの付加ならびに水素化 アル ミニウム リチウ
ム(LiAIH,)によるepoxideの還元的開裂が用い られ る。 この ときdiboraneの付 加 反 応 は
eisに,一方LiAIH,,の還元 的開裂反 応はtrans-diaxialに進行す ることはよ く知られている苫4)
さらに5β 一ステロイ ドで はA/B環 がa側 に折れ 曲 った構造を とるためA環 二重結合 に 対 す る
一4一
dibprane,過酸 な ど 試 薬 の 攻 撃 は β 側 か らの 方 が 優 位 と 考 え ら れ る。 し た が っ て 中 間 体 に 」2体,
A3体 を 用 い,こ れ ら の 反 応 を 駆 使 す る こ と に よ り 目 的 とす る 化 合 物 が 得 ら れ る も の と 期 待 され る。
そ こ で ま ず 重 要 な 中 間 体 と な るd2一 お よ びd3-andrOStene誘 導 体 の 合 成 を 行 な っ た 。
ま ずtestosteroneを出 発 原 料 と し,1.5%メ タ ノ ール 性 水 酸 化カ リウ ム 中 パ ラ ジ ウ ム 炭 触 媒
下接 触 還 元 を 行 な い5ff-H体 と した 。 こ れ を 常 法 通 り ピ リ ジ ンー 無 水 酢 酸 で アセ チル 化 して17β ・-
acetoxy-5β一androstan-3-one(1)Sこ導 い た の ち,氷 冷 下 水 素 化 ホ ウ 素 ナ トリウ ム(NaBH4)
で 還 元 し3a-hydroxy体12】と 少 量 の3β 一hydroxy体{3}を得 た 。NMRス ペ ク トル にお い て{2}の
3位 プ ロ トン は3.30-3.80ppmgCW1/2-20Hzのmultipletと し て 観 察 さ れ る の に 対 して ,
13)のそ れ は4」OPPmにW1/2=7Hzのmultipletと し て 観 察 さ れ た 。一 般 に 水 酸 基 の 根 元 の プ
ロ ト ン はaxial性 の 方 がequatorial性の も の よ り 高 磁 場 に 観 察 さ れ ,ま たW1/2も 大 き い こ と
が 知 られ て い る 。25)した が っ て 〔2)は3a-hydroxy体,一方 〔3}は3β一hydr。xy体と 考 え られ た が
(2)およ び{3)のア セ チ ル 化 物 を そ れ ぞ れ の 標 品 と比 較 し た と こ ろ 完 全 に 一 致 し た 。(2」を ピ リジ ン中
tosytchlorideと処 理 し て3-tosylate{4}tζ誘 導 し,つ い でr一 コ リ ジ ン中 加 熱 還 流 して3
位tosyl基 の 脱 離 を 試 み た 。 反 応 成 績 体 は シ リカ ゲ ル の 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(TLC)で は
単 一 の ス ポ ッ トを 与 え た が 硝 酸 銀 含 有 シ リカ ゲ ル のTLCleよ り2e-2s),量比 が 約1:2か らな る異
性 体 混 合 物 で あ る こ とが 判 明 した 。そ こで 分 別 再 結 晶 を く り返 し て 主 生 成 物 を 単 離 し,5fi-androst--
3-en-17β 一〇lacetete(6】と 同 定 し た 。 一 方,極 性 の 強 い 異 性 体 は 分 離 精 製 が 不 可 能 で あ っ
た た め,以 下の 反 応 を 行 ない 単 離 した。 す な わ ち 先 の 再 結 晶 母 液 を{6)との 混 合 物 の ま まm一 ク ロ ル 過
安 息 香 酸 を 用 い て エ ポ キ シ 化 に 付 し た 。 生 成 し た2種 の 成 績 体 は シ リ カ ゲ ルTLCで 明 確 に 分 離
し,そ の 一 つ は(6}より 誘 導 した3β,4β 一epoxide{8)と一 致 した 。 他 のepoxideはそ のNMRス
ペ ク トル に お い て ,エ ポ キ シ基 の 根 元 の プ ロ ト ン に も と つ く シ グ ナ ル が2.90-3.30ppmに
muttipletとし て 観 察 さ れ る こ と か ら2β ,3β一epoxide{7}と同 定 さ れ た 。 つ ぎ に{7}を酢 酸 中
ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム ,酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 亜 鉛 末 と と も に 室 温 で 撹 拝 し,先 に 単 離 で き な か っ た
d2体(5】を 得 た 。 こ こ で(5)と(61のNMRス ペ ク トル を 比 較 す る と ,前 者 で は5.56ppmに2位 と
3位 の プ ロ トン に 帰 属 さ れ る シ グ ナ ル が2H分 のbroadsingletと し て み られ る の に 対 し ,後
者 で は3位 と4位 の プ ロ トン に 帰 属 さ れ る シ グ ナ ル が5」8-5.84PPmにmultipletと し て 観
察 さ れ た 。 こ れ ら の 事 実 か ら〔5)は明 らか1こ17β 一acetoxy-5β一androst-2-eneと思 わ れ た
が,さ ら に 再 度 エ ポ キ シ 化 す る と 剖 四 が 得 られ る こ と か ら 最 終 的 に 確 認 し た 。
つ ぎ に151,16}およ び そ れ ら に 対 応 す る β一epoxide(7,8)を 原 料 と し て 重 水 素 導 入 の た め の
予 試 験 を 行 な っ た 。 す なeち{5)お よ び{61をそ れ ぞ れdiberaneを用 い るhydroboration,つ い
で ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 で 酸 化 し て5β 一andr。stane-3β,17P-diol(9a)を 得 た 。一 方{7},
{8}を無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン(THF)中LiAIH、 と加 熱 還 流 し て エ ポ キ シ 環 の 還 元 的 開 裂 を 行
一5一
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な い,先 と 同 様diol体(9a)を 得 た 。(9a)の 構 造 は 常 法 通 り ア セ チ ル 化 し てdiacetate(9b)
に 導 き 標 品 と 比 較 し確 認 した 。 こ の 結 果diboraneは{5},{6)に対 し て よ り立 体 障 害 の 少 な い β 側
よ り攻 撃 し,ま たLiAiH4は(7},(8}のエ ポ キ シ環 を 還 元 的 に 開 裂 し,と も にaxia1の β 一hy-
droxy体を 生 成 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 以 上 の 結 果,LiAlD4お よ びdeuteriodiborane
を 用 い る こ と に よ り50-androstane-3、17-di。neの2位 お よ び4位 に 重 水 素 を 立 体 特 異 的
に 導 入 し う る 可 能 性 が 明 らか と な っ た 。
そ こ で 無 水 工 一 テ ル 溶 液 中LiAID,と 三 フ ッ化 ホ ウ 素 を 用 い,先 と 同 様 の 条 件 下 〔引 をdeute-
rioboration,つい で アル カ リ性 過 酸 化 水 素 酸 化 に付 して2G-Cl,一3β,17,`9-一一di。1(12)を得,さ ら
に ク ロ ム 酸 一 ピ リ ジ ン試 薬 で 緩 和 な 条 件 下 酸 化 し2fi-d,-5β 一androstane-3,17-di。ne
(13)を 製 し た 。 つ ぎ に エ ポ キ シ 体(7}を 無 水THF中LiAID4と 反 応 さ せ2α 一di-3β,17
β一di。1(10)と し た の ち(12)の 場 合 と 同 様 ク ロ ム 酸 で 酸 化 し て2α 一D体(11)を 得 た 。 一
方,4α 一D体 お よ び4β 一D体(15,17)も(81お よ びC6}を用 い 先 と 同 様 そ れ ぞ れdeuterio-
diboraneによ るdeuteriobrationと1、iAID4還元 に 付 し,つ い で ク ロム酸 一 ピリジ ンで 酸 化 して
製 し た 。
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ここに得 られ た(11),(13),(15)お よび(17)は(10)と 混 融 して融点降下を示 さ
ず,ま たそれぞれ異 な った赤外線吸収(IR)ス ペ ク トル を与 える ことか ら,相 互に異 性体 であ
ることが確認 され た。 また これ ら重水素標識化合物はいずれ もマス スペ ク トル(MS)に おいて
その分子 イオンピークが(10)の それ に比 しlmassunit多いM/e289に 観察 され,さ らに
その解析か ら98%以 上重水素を含有す ることが判 明 した。
第3節NocαrdiarestrictusのCet1-freeExtractに よ る2一 お よ び
4-d,一 一5P--Androstane--3,17-dionesの脱 水 素29・30)
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A環 の 不 飽 和 化 に お け るG-2お よ びC-4水 素 脱 離 の 立 体 化 学 を 明 らか に す る た め,前 節 で
合 成 法 を 述 べ たepLmeric2一 お よ び4-d1-5β 一androstane--3,17-dioneを基 質 に 用
い1Vocardiarestreetusのcel1-freeextractによ る 変 換 を 行 な った 。
Sihら31)の方 法 に 準 じて 調 製 したce11-freeextractを 酵 素 源 に 用 い,電 子 受 容 体 と し て
phenazinemethosulfate(PMS)を加 え,そ れ ぞ れ の 基 質 と と も に27。 に20hrイ ン キ ュ ベ
ー トし た 。 こ の イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 を 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し,preparativeTLGに 付 し
てd4体 お よ びd1・4体を そ れ ぞ れ 約40%の 収 率 で 得 た 。 つ い で こ れ ら変 換 成 績 体 のMSを 測 定
し,分 子 イ オ ン ピ ー ク か ら 重 水 素 の 保 持 率 を 算 出 してTablelに 示 す 結 果 を 得 た 。す なOち2α 一
D体 お よ び2β 一D体 を 基 質 と し た 場 合,生 成 し たd4体 は それ ぞ れ92%,85%の 重 水 素 保 持 率 を
示 した 。 こ の 結 果 は 標 識 重 水 素 が 酵 素 反 応 の 過 程 で 非 酵 素 的 に 脱 離 し難 い こ と を 立 証 し て い る 。
ま た 同 時 に 生 成 し たd',4体に お い て は そ の 重 水 素 保 持 率 が2α 一D体 を 基 質 と し た 場 合89%と 高
い の に 対 し,2β 一D体 で は 全 く保 持 さ れ て い な か っ た 。 一 方,4α 一D体 を 基 質 と し た と き,生
成 し たd4体,A1'4体 は と も に 標 識 重 水 素 が ほ とん ど消 失 して い る の に 対 し,4β 一D体 で は約80
%の 保 持 率 が 認 め られ た 。
T墨bleIDeuteri四RetentionofProduct8
inMiclrobi&1Dehydrogenation
Substr昌te(z)
Product
2α一D(11)2β 一D(13)4α 一D(15)4β 一D(17)
Androsta-1,4-diene-3,17--dione890278
Androst-4-ene-3,17。dione9285677
以 上 の 結 果,Sβ 一androstane-3,17-dioneがN・caraiarestrtctusのcelt-free
extractによ っ て 脱 水 素 さ れ る場 合,C-2位 に お い て は β 一水 素 が,一 方C--4位 に お い て は
α 一水 素 が 立 体 選 択 的 に脱 離 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
第4節 結 論
NoearCliaγeetreetusのce11-freeextractによ る5!9-androstane-3,17--dione
のandr・st-4-ene-3,17-di・neへ の 変 換 の 際,C-4位 に お け る 水 素 脱 離 はaxiatの4α 一
水 素 に 立 体 選 択 的 で あ る こ と が 明 ら か と な った 。 ま た,こ の と き同 時 に 生 成 す るandrosta-1,
4-diene-3,17-dioneに お い て も4α 一水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と が 認 め ら れ た が,
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これ らの 結 果 か らdS・4体生 成 の 経 路 は つ ぎ の よ う に 推 測 さ れ る 。 す な わ ちd1・4体 生 成 の 中 間 体
と し て は4L3-keto体,A,-3-keto体 の2つ が 考 え られ る 。 しか し な が らA'-3-keto体
が 中 間 体 で あ る と考 え る とaxial水 素 が 脱 離 す る こ と と な り,d4体 生 成 の 際 のC-4水 素 脱 離 の 結 果
と よ く符 号 す る 。 し た が っ てd'14体の 生 成 は 」L3-keto体 を 中 間 に 経 由 し て 進 行 す る可 能 性 の
方 が 大 で あ ろ う 。
C-2位 に お け る水 素 脱 離 に 関 し て も2β 一 水 素 の と る立 体 配 座 はA環 の 構 造 に 依 存 す る た め
5β一3-keto体 か ら の 脱 離 とd`-3-ket⑪ 体 か ら の 脱 離 の2通 り が あ る 。 しか しな が ら 先 に も
述 べ た よ うCCdt・4体はd4体 を 経 て 生 成 す る こ と がC--4水 素 脱 離 の 結 果 か ら支 持 され る こ とか ら,
C-2位 に お け る 水 素 脱 離 は 」L3-keto体 の2β 一水 素 に 特 異 的 で あ る と され る 。 こ の こ と は
Bacellussphaereeusによ るandrost--4-ene-3,17-dioneのdJ・4体へ の 変 換 の 際,2β 一
水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る と い うJerussiらls)の知 見 と よ く一 致 す る 。 しか し,他 方,5β 一
pregnane-3、11、20-trioneのSeptomy.vaaffinisによ る 」1不 飽 和 化 に お け る 水 素 脱 離
はequatoria1の2β 一 水 素 に 特 異 的 で あ る とい う 報 告32)もみ られ,d・・4体生 成 の 中 間 体 と し て
」L3-keto体 を 完 全 に 否 定 す る こ と は で き な い 。 と こ ろ で3-ketosteroidの 微 生 物 に よ る
脱 水 素 反 応 で は 一 般 に 酵 素 と 基 質 と の 結 合 に カ ル ポ ニ ル 基 の エ ノ ール 化 が 考 え られ て い る 。10-13)
粛ケー 階 一 蕊'擁 唖 畠 ↓
鋤 一噸灘 一一庶1泌
Fig。2:PossibleMechanismforMicrobialDehydrogenation
Enz:Enzyme,A=Protondonor,B=Protonacceptor
C:Hydrideacceptor
脱 水 素 反 応 に つ い て もFig.2に 示 す よ うな エ ノール 体 が 関 与 す る 機 構 で 説 明 さ れ る 。
す な わ ち,ま ず 基 質 の3位 カ ル ポ ニ ル 基 がpr。tonationを受 け,4a-axia1水 素 が 立 体 選
択 的 に脱 離 しd3一 エ ノ ー ル 中 間 体 と な っ た の ち,5B一 水 素 がhydrideionと し て 脱 離 し,d4
-3-ket。 体 を 生 成 す る。 つ い で4位 脱 水 素 の 場 合 と 同 様,2β 一 水 素 が 脱 離 し,A2・4一ジ エ ノ
ー ル 中 間 体 を 経 てdI・4体を 生 成 す る 。
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第2章5α 一3一 ケ トス テ ロ イ ドの 脱 水 素 機 構33)
第1節 序
微 生 物 に よ る3一 ケ トス テ ロ イ ドの 脱 水 素 反 応 に お い て は 一 般 に 基 質 の カ ル ボ ニ ル 基 の エ ノ ー
ル 化 が 考 え られ てお り,a位 のaxial水 素 の 脱 離 が み られ る 。1〔ト13)第1章 に お い て5β 一andro--
stane-3,17-dioneがNoeardiarestTeeusのcell-freeextractCCよりa`,al・4体を
生 成 す る 際2β,4α 位 の 水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と を 明 ら か に し た が,4位 に お い て は
axial水素 が,一 方2位CCつ い て は ま ずd`体 が 生 成 し,つ い で23一 水 素 が 脱 離 し てd1・`体 を
生 成 し た と 考 え られ る 。 と こ ろ で5a系 の4位 水 素 脱 離 の 機 構 に つ い て は 立 体 特 異 的 な 重 水 素 標
識 が 困 難 な こ とか らAbuL-Hajj22)は 臭 素 あ る い は メ チ ル 基 が 置 換 し た 基 質 を 用 い て 検 討 し,
4α 一equatGriat水素 が 脱 離 す る と 結 論 して い る 。 し か し な が ら こ れ ら か さ 高 い 置 換 基 を も つ
化 合 物 は 微 生 物 変 換 の 立 体 化 学 を 論 じ る の に 基 質 と し て 必 ら ず し も適 切 で あ る と は い い 難 い 。 そ
こ で 著 者 は こ の 目 的 に よ り適 し た 墓 質 と してepimeric4一 瓜 一5α 一androstane-3,17-
dionesを合 成 し,N・eaγaltarestetusによ る 脱 水 素 反 応 を 検 討 し た 。
第2節Epimeric4-d,一 一5α 一一Androstane-3,17・-dionesの 合 成
水 酸 基 の つ く炭 素 のa位 に 重 水 素 を 立 体 特 異 的 に 導 入 す る 方 法 と して 二 重 結 合 に対 す るde-
uteriodiboraneのets付加 な ら び にepoxideのLiAtD,に よ るtrans-diaxial開裂 が 広 く
用 い られ る 評)い まd3体 を 中 間 体 に 用 い,こ れ ら の 反 応 を 駆 使 す れ ば 目 的 と す る 化 合 物 の 合 成
が 可 能 と 思 わ れ る 。 そ こ でCagliotiら35)の方 法 に 準 じ てdehydroepiandrosteroneより3工
程 で 製 し た5α 一androst-3-en-17-one(18)を 出 発 原 料 に 用 い,THF中deuterio-
b・rationつい で ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 に よ る 酸 化 反 応 に 付 し た 。 こ の 際3α 一〇H体 の ほ か に3声
OH体,4α 一〇H体 も副 生 し,目 的 物 と の 分 離 精 製 は 困 難 で あ った 。 さき にHosodaら3e)はtert-
butyldimerhylsilyletherへの 誘 導 が 水 酸 基 の 保 護 に と ど ま らず,分 離 精 製 の 手 段 と して も
しば しば 有 利 な こ と を 認 め て い る 。 そ こ で こ の 反 応 成 績 体 をN,N一 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド(DM
F)中imidazoleの 存 在 下tert-一butyldimethylsilylchlorideでシ リル 化 し,シ リカゲル を
用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ 一ー IC付し た と こ ろ4α,正7α 一d2-5α 一androstane』3α,17
β一diolbis(tert-butyldimethylsilyl)ether(19b)が得 られ た 。 そ こ で(19b)を
ア セ トン 中5N塩 酸 で 脱 シ リル 化 し て4α.17α 一d2-5a-androstane『3α,17β 　diol
(19a)を 得,つ い で ク ロ ム 酸 一 ピ リ ジ ン試 薬 を 用 い る酸 化 反 応 に 付 し て 目 的 と す る4α 一d1-
5α一androstane-3,17-dione(20)を製 した 。
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一 方 第2の 目 的 物 で あ る4β 一d 、-5α一androstane-3,17-dione(23)は3α,4α一epoxy-
5a--androstan-17-one(21)をTHF中LIAID4で 還 元 し て4β 一,17α一a2-3α,17β 一
diol(22)と し た の ち 前 述 と 同 様 に ク ロ ム 酸 一 ピ リ ジ ン試 薬 で 酸 化 し て 製 し た 。
以 上 合 成 し た 重 水 素 化 合 物(20,23)はMSの 解 析 か ら重 水 素 含 有 率 は い ず れ も95%以 上
で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た,こ れ らは 相 互 に異 な るIRス ペ ク トル を 示 す こ と か ら異 性 体 で
あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
第3節NoeαdiαrestrtctusのCe11-freeExtractに よ るEpimeric
4--d、一一5α一Andr。stane-3,17-dionesの 脱 水 素
Sihら3t)の方 法 に 準 じて 調 製 し たNoeαrdiarestrietus(ATOC14887)のce11-free
extrractを酵 素 源 に 用 い,PMSを 電 子 受 容 体 と し て27。 に15hrイ ンキ ュ ベ ー トし た 。 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 を 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 しpreparativeTI.Cで精 製 してandrost-4-ene-
3,17-dioneお よ びandrosta-1,4-dlene-3、17-dioneを と も に 約20%の 変 換 率 で 得
た 。 つ い で 変 換 生 成 物 のMSか ら標 識 重 水 素 の 保 持 率 を 測 定 しTable皿 に 示 す 結 果 を 得 た 。 す
な わ ち4α 一 D体(20)を 基 質 と し た と き 生 成 す るd4体,b1・1体 は い ず れ も98%と 高 い 重 水 素
保 持 率 を 示 し た の に 対 し,4β 一D体(23)を 基 質 に 用 い た 場 合 両 生 成 物 共 重 水 素 は 全 く保 持 さ
れ て い な か っ た 。 さ ら に 保 持 さ れ て い る 重 水 素 は そ の 位 置 が4位 で あ る こ と もNMRス ペ ク トル
の 結 果 か ら確 認 され た 。
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TableIIDeuteriumRetentionofProduets
inMicrobialDehydrogenation
Substrate(Z)P
roduct
4α一D(20)4β 一D(23)
Androsta-1,4-diene-3,17-dione980
Androst-4-●ne-3,17-dione980
第4節 結 論
5α 一Androstane-3,17-dioneがN・earaltarestictusによ り脱 水 素 化 を う けd■ 体 を 生
成 す る と き4β 一axia1水素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と が 立 証 され る に い た っ た 。 したが っ て さ
き にAbu1-Hajjが 得 て い る 結 論22)はこ こ に 訂IEさ れ ね ば な ら な い 。 今 回,著 者 が 得 た 結 果 は 微
生 物 に よ る 脱 水 素 反 応 が カ ル ボ ニ ル のa位 に お い てaxiat水 素 に 特 異 的 で あ る と す る 従 来 の 知
見10-13)によ く一 致 し て い る 。 一 般 に3-ketosteroidの 微 生 物 に よ る 脱 水 素 反 応 は エ ノ ール 化
の 関 与 が 考 え られ て お り 且o-13),5α一3-ketosteroidのd■脱 水 素 反 応 はFig・3に 示 す よ う な機 構
で 進 行 す る も の と推 測 さ れ る 。
H.・曹 蝋 耳べ ニノr.fi
蓋一En燕 ムー E皿ζ葺二H
Fig.3Possil)1eMechanismforMicrobialDehydrogenation
Enz:Enzyme,A:Protondonor,B;Protonacceptor
C=Hydrideacceptor
す なわ ち3位 カル ボ ニ ル基 へ の プ ロ トンの 付 加,つ い で4β 一axia1水素 の 立 体 選 択 的 脱 離 に よ りエ ノ
ー ル 化 が 引 き 起 こ さ れ てa3中 間 体 を 生 じ ,さ ら に5α 一 水 素 がhydrideionと し て 脱 離 しm-
3-keto体 を 生 成 す る 。
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第3章A`-3一 ケ トステロイ ドの水 素 添加 機 構
第1節 序
Testosteroneはd4が飽 和 化 さ れ5α 一dihydrotestosteronelこ変 換 を う け た の ち 男 性 ホ ル
モ ン作 用 を 発 現 す るe37)この た め 二 重 結 合 の 還 元 機 構`こつ い て 興 味 が も た れ ,数 多 く の 研 究 が な
さ れ て い る。14・19・20)例え ばinvitroで ラ ッ トの 肝 あ る い は こ う 丸`こよ り5α 一お よ び5β 一dihy-
dr。testeroneに変 換 され る 際,5位 に は 補 酵 素 の 水 素 がhydrideionと し て14・IP,ve),一方4位
に はmediumの 水 素 が プ ロ ト ン と して14)付加 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る。 この種 の 還 元 反 応
は 微 生 物 に よ っ て も起 る こ と が 知 られ て お り,例 え ば ラ ッ トの 腸 内 細 菌 に よ りcholeStenoneは
5β一cholestan-3-oneに変 換 さ れ る 。1)この 還 元 で は 補 酵 素NADHのproR水 素 が5位 に 付
加 す る こ と が 明 ら か に され て い る21)が,4位 の 水 素 付 加 に 関 して は 何 ら 検 討 が な され て い な い 。
近 年NMRス ペ ク トル の 解 析 に お い て 常 磁 性 金 属 の ラ ン タ ニ ド錯 体 が シ フ ト試 薬 と し て 有 用 な
こ と が 認 め ら れ ,種 々 の 応 用 が 試 み られ て い る 。38・s9)Cls,G1。ス テ ロ イ ドは 一 般 に3位 お よ び17
位 に 併 せ て 酸 素 官 能 基 を 有 す る た め,シ フ ト試 薬 を 用 い るNMRス ペ ク トル の 解 析 が 困 難 で あ る。
しか し 酸 素 官 能 基 の 一一方 をter-butyldimethylsity1化す る とA環 お よ びD環 上 の プ ロ トン に
も と つ く シ グ ナ ル の 解 析 は 容 易 に な る 。40)
飽 和 化 反 応 は 不 飽 和 化 反 応 の 機 構 と も 関 連 し て 興 味 が も た れ る こ と か ら,微 生 物 に よ るa,-3-
ketosteroidの4位水 素 付 加 の 立 体 化 学 を 明 らか に す る こ と を 企 て た 。 そ の た め まず,4-d「
androstenedioneを合 成 し,こ れ を 基 質 と してPenieillinmdeeumens`こよ る 変 換 を 行 な い,
得 られ る5a還 元 体 に 保 持 され る 重 水 素 の 位 置 をNMRス ペ ク トル に よ り決 定 す る こ とを 試 み た 。
第2節4--d,-Testosteroneお よ び4-d,-Androstenedioneの 合 成41)
第1章,第2章 に お い て5・ 一 お よ び5ff-。ndf。st。n。一・-3,17-di。eがN。 。ard、a。 、s--
tr・ctusによ り脱 水 素 化 を う けandrost-4-ene-3 ,17-dioneに 変 換 され る と き,axial水素
が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と を 明 ら か に し た 。 そ れ ゆ え4位 を 重 水 素 標 識 した5α 一お よ び5P-
andr。stane-3,17-dioneを基 質 に 用 いNoeardiarestγietusで変 換 す れ ば,4-d1-andro-
stenedi。neの調 製 は 可 能 で あ る。 しか し な が ら微 生 物 変 換 は そ の 過 程 で 標 識 重 水 素 が 一 部 脱 離
す る た め,標 識 純 度 の 高 い 基 質 の 調 製 法 と し て 満 足 し う る 方 法 と は い い 難 い 。
一 方
、 化 学 的 な 重 水 素 化 は 重 水 素 化 試 薬 の 純 度 で 標 識 す る こ と が 可 能 で あ り,そ の た め 今 日 ま
で 種 々 の 標 識 法 が 開 発 さ れ て き た 。の ハ ロ ゲ ン化 物 の 金 属 水 素 化 物 に よ る 求 核 置 換 反 応 ,例 え ば
19-bromoandrost-5en-3v8-olacetateのLiAID,還元 に よ る19-di-一androst--5-en-
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3β一G1の合成 もその一つである。42{43)そこで まず金属水素化物によ る脱ハ ロゲ ン化を利 用 し重
水素の導 入を試み た。
OHo
BrBr
2728↑OHOROH
-■圏一一→ 朝■駒一一一一ゆ
ObHO6∠HO54
Br24B「
31a:R=H33
↓ 。Si(㎝、)認 　 S'(C鷺;郵u。Si(CH、)rt-Bu
-
OHOD40
BrDD
252930
↑↓ OSi(CH3)xt-BuOSi(CH3)2古 一Bu
-
RD
26a:R=H32
b:R=Br
Chart4
は じめ に4-bromotestosterone(24)Ei・LiALH4還元 に 付 し た と こ ろ 目 的 と す る3,17-
diol体の 他 に4一 プ ロ ム 体 も 副 生 し,両 者 の 分 離 が 困 難 で あ っ た 。 そ こ で 分 離 精 製 を 容 易 に す
る た め(24)を あ ら か じめ17-tert-butyldimethylsilyZether(25)としたの ちLiAIH4rで
還 元 しandrost-4-ene-3β,17!9-diol17-monosilylether(26a)3e)を得 た 。 こ の 結
果 か ら 重 水 素 化 試 薬 を 用 い る こ と に よ り4位 重 水 素 標 識 が 可 能 と 思 わ れ た 。 そ こ で(25)を
一14一
LiAID4還 元 に 付 し た と こ ろ,3α,4-d2-androst-4-ene-3β,17fl-d亘ol17-monosily]-
ether(29)と3a-d1-4-bromoandrost・-4-ene-3/9,17β 一diol17-monosilylether
(31b)が 生 成 し た 。(29)の4位 に お け る 重 水 素 の保 持 率 は ク ロ ム 酸 酸 化 によ り 得 られ る4-
dl-teslosterone17-silylether(30)のMSお よ びNMRス ペ ク トル の 解 析 か ら85%
で あ る こ と が 判 明 し た 。 本 反 応 で は 大 過 剰 の 重 水 素 化 試 薬 を 用 い ,し か も 長 時 間 還 流 した に も か
か わ らず 脱 ハ ロ ゲ ン化 さ れ な い(31b)が 相 当 量 単 離 され,ま た(30)の 重 水 素 保 持 率 も85%
と低 値 で あ った 。 そ こ で(25)を ま ずlirhiumtri-tert-butoxyaLuminu皿hydrideで
4-bromo-3β一hydroxy体(26b)に 還 元 し た の ち,LiAID4に よ る 脱 ハ ロ ゲ ン 化 反 応 に 付 し
4-dr-androst-4--ene-3fi,17β一diol17-monosilylether(32)をf昇た 。 しか し(32)
はMSお よ びNMRス ペ ク トル か ら み て,重 水 素 が70%導 入 さ れ て い る に 過 ぎ な か っ た 。 こ の
低 い 重 水 素 保 持 率 は 一 部3位 水 素 の4位 へ の 転 移 に 起 因 す る も の と 誰 測 さ れ る が,そ の 詳 細 は 今
後 の 検 討 に 侯 た ね ば な ら な い 。
そ こ で(24)を ま ずLiAID些 で 還 元 し3a-Cl1-4-bromoandrost-4-ene-3β,17β 一
dio【(31a)と し た が そ の 構 造 は(24)の 金 属 水 素 化 物 還 元 に よ り得 られ た4-br。mo-3β一hy-
dr。xy体と の 比 較 に よ り 確 認 し た 。 つ い で(31a)をLiAIH4に よ る 脱 ハ ロ ゲ ン化 反 応 に 付 し ,
3α一di-androst-4-ene-3β,17β一diol(33)を 得 た 。MSお よ びNMRス ペ ク トル の 解
析 の 結 果(33)は3α 位 に 重 水 素 が 完 全 に 保 持 され て お り,4位 へ は 転 移 して い な い こ とが 明 ら
か と な っ た 。 こ れ らの 結 果 か ら金 属 水 素 化 物 を 用 い る 脱 ハ ロ ゲ ン に よ り4位 に 重 水 素 を 導 入 す る
方 法 は,今 回 の 目 的 に 必 要 な 基 質 の 調 製 に 適 切 で な い こ と が 判 明 した 。 そ こ で 標 識 純 度 の 高 い 重
水 素 化 物 を 得 る た め 別 途 合 成 を 検 討 した 。
一 般 に5α 系 ス テ ロ イ ドに お け る4β 一 水 酸 基 の 脱 水 反 応 はregiospecificに進 行 しd4体
を 与 え る こ と が 知 られ て い る 。23)従っ て4α 位 に 重 水 素 を 保 持 し た4β 一 hydroxy体を 得 る こ とが
で き れ ば 目 的 を 達 す る こ と が で き る も の と思 の れ 以 下 の 予 備 実 験 を 行 な った 。
す な わ ちtestosteroneより2工 程 で 得 られ るandrost-4-ene--3fi,17β一diolbis(tert-
butyldimethylsilyl)ether(34)を出 発 原 料 と し,diboraneに よ るhydroborationつい
で ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 酸 化 に 対 し て4α 一hydroxy体(35b)を 得 た 。(35b)は ア セ トン中5N
塩 酸 で 処 理 す る と き5α 一androstane-318,4α,17β一triol(35a)を与 え る こ と か ら そ の 構
造 を 確 認 し た 。 つ い で(35b)を ク ロ ム 酸 一 ピ リ ジ ン試 薬 で4-keto体(36)に 酸 化 した の ち ,
LiAIH4で 還 元 し4β 一hydroxy体(37b)を 得 た 。(37b)は 脱 シ リル 化 に よ り5α 一andro-
stane-3β,4β,17β一trioL(37a)を与 え 、さ らに(37a)は 無 水 硫 酸 銅 の 触 媒 下 ア セ ト ンと 還 流
す る こ と に よ り ア セ トニ ド(38)を 形 成 す る こ と か ら3β,4β 一cis-glyco1であ る こ と が 確 認
さ れ た 。 つ い で(37b)を ピ リ ジ ン 中 オ キ シ塩 化 リ ンを 用 い る 脱 水 反 応 に 付 し た と こ ろ 期 待 通 り
一15一
OSi(CH3)2・t-BuOR
一
の
R,6H
3435aR=R'=H
。H1。R鍔1器:灘 既
←一一 ご
;・ 蓋R裏 ・。蓋t-Bu'(CH・)・S'o。畳
3837a:R=R'=H36
b=R=Si(CH3)2・亡一一Bu,R「=H
Chart5
d`体(34)が 高 収 率 で 得 ら れ た 。 以 上 の 結 果4-keto体(36)を 原 料 と しLiAID、 を 用 い る
こ と に よ りtestOSter。neO)4位に 重 水 素 を 導 入 し う る 可 能 性 が 明 らか と な っ た 。
OSi(CH3)2・t-BuOR
-
OH3940 a:R=H
b:R=Si(CH3)rt-Bu
↑rr-Lr。
36
4142
Chart6
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す な わ ち4-keto体(36)をLiAID4で 還 元 し て4α 一d1-4β 一hydroxy体(39)と し た の ち
さ き と 同 様 脱 水 反 応 に 付 し て4-d1-d4体(40b)を 得 た 。 一 般 に シ リル エ ー テ ル は 塩 酸 で 容 易
に 加 水 分 解 さ れ る が,(40b)は 酸 に 不 安 定 なallyl構 造 で あ る た めTHF中tetra-n-buty1-
ammoniumfiuorideで 処 理 して 脱 シ リル 化 し,3β,17P-dio1体(40a)を 得 た 。こ こ で 目
的 物 の 一 つ で あ るtestostereneを得 る に は3位 水 酸 基 の 選 択 的 酸 化 を 必 要 と す る 。AIlylI
alcoho1の選 択 的 酸 化 剤 と し て 二 酸 化 マ ン ガ ン,N一 プ ロ ム ア セ トア ミ ド,dichlorodicyano-
benzoquinone(DDQ)な ど が 知 られ て い る が23),(40a)は4位 に 重 水 素 を 保 持 し て い る た め,
こ れ ら を 用 い る 反 応 条 件 で は 重 水 素 の 脱 離 す る こ と が 懸 念 され た 。 そ こ で(40a)を ク ロ ム 酸 一
ピ リ ジ ン試 薬 で 緩 和 な 条 件 下 短 時 間 酸 化 した と こ ろ4-d1--testosterone(41)と4-d,-an-
drostenedione(42)が2二1の 量 比 で 生 成 した 。 両 者 はpreparativeTLCで 容 易 に 分 離 さ
れ,MSお よ びNMRス ペ ク トル の 解 析 の 結 果,と も に98%の 標 識 純 度 で4位 に 重 水 素 の 保 持
さ れ て い る こ と が 確 認 され た 。
第3節Penteidliumdecumbeπslこ よ る4--di-Androstenedioneの 水 素 添 加44)
あ る 種 の 細 菌,放 線 菌 類 は4L3-ketosteroidの 二 重 結 合 を 還 元 し飽 和3-ketosteroid
を 与 え る こ と が 知 られ て い る。L)Millerらはtestosterone,androstenedioneがPenieillium
deeumbens(NRRL742)に よ り 還 元 さ れ 、regiospecificに5α一3-keto体 を 生 成 す る と
報 告 して い る 。45)また こ の 微 生 物 変 換 で はtest。steroneよりandrostendioneの方 が 基 質 と し
て 有 利 で あ る と い う 。 そ こ で4-d,-androstenedioneを基 質 と しPenietdliumd・cumbens
に よ る 変 換 を 行 な っ た 。 す なOちMiLlerら の 方 法 に 準 じ4・-ai-androstenedi。ne(42)を
。 。 ・siMe、 ・But
・ぎ06青m騨
424344
Char"ヒ7
PenieitlitzmClecumbensの生 育 菌 系 と と も に270に74hrイ ン キ ュ ベ ー トし た 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン混 合 物 を 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し ,preparativeTLCで 精 製 す る こ と に よ り5α 一andro-
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stane-3,17-dione(43)を約80%の 収 率 で 得 た 。(43)のMSを 解 析 した 結 果,標 識 重
水 素 は92%と 高 い 保 持 率 で あ っ た が そ の 位 置 を 明 らか に す べ く シ フ ト試 薬 を 用 いNMRス ペ ク
トル を 測 定 し た 。Fig.4は 基 質 とEu(fod)sの モ ル 比O.57に お け る非 標 識 の5α 一andro-
stane-3,17-dioneならび に(43)の2位 お よ び4位 水 素 シ グ ナ ル の スペ ク トル を 示 した もの
2α一H
、 苛繍
4β一H
2β一H
B阪
87、6
ppm
l
Fig.4TheHNMRSpectraof(A)5α 一Androstane-3,17-dioneand(B)
MicrobialTransformat二ionProduct(43)withO.57MoleEquivalent
EachofEu(fod)3inCarbonTetrachlorideat280
で あ る。 非 標 識 体 の 各 水 素 シ グ ナ ル の 帰 属 はepimerie2一 お よ び4-d,-5α 一androstane-3,
17-di。neを同 一 条 件 下 測 定 し て 得 た デ ー タ と の 比 較 に よ り行 な っ た 。 そ の 結 果7.39,7,26
ppmに み られ るbroaddoublet(Jニ15Hz)は そ れ ぞ れ2α,4α 一H,6.9ppm付 近 のmultiplet
は2β 一H,さ ら に6.66ppmのtriplet(J-14Hz)は4β 一Hに 帰 属 す る こ と が で き た 。 一 方
(43)の ス ペ ク トル で は4α 一Hシ グ ナ ル が ほ ぼ 完 全 に 消 失 し て い る の に 対 し4β 一Hに よ るtrip-
Letはdoublet(J=14Hz)に 変 化 して い た 。 こ の 結 果 変 換 成 績 体 は4α 位 に 重 水 素 を 保 持 す る
こ と が 確 認 さ れ た 。 しか し,こ のNMRス ペ ク トル に お い て4α 一Hシ グ ナ ル は2α 一Hの そ れ と
一18一
一 部 重 な っ て お り ,重 水 素 のpercentageana!ysisは困 難 で あ っ た 。 さ ら に シ フ ト試 薬 を 加 え
る な ど 種 々条 件 を 検 討 した が4a-Hシ グ ナ ル を 分 離 す る こ と は で き な か っ た 。
す で に 著 者 は5α 一androstane-3β,17β一dioLl7-tert-butyLdimethylsilylether
のEu(dpm)sを 用 い るNMRス ペ ク トル に お い て4α 一Hシ グ ナ ル が 他 の シ グ ナ ル と 分 離 し て 観
察 され る こ と を 見 い 出 し て い る 。40)そこ で 本 法 を 適 用 す る こ と と し,変 換 成 績 体(43)を5α 一
androstane-3β,17β一一dio117-monosiiylether(44)に 誘 導 し た 。 す な わ ち(43)を
THF中LiAIH4還 元 に よ り3,17-diol体 と し た の ちDMF一 ピiJジ ン中imidazoleの存 在
下tert-butyldimethylsilyhchlorideでシ リル 化 し,3,17-disilyletherを 製 し た 。
さ ら にHosodaら36)の方 法 に 準 じ ア セ ト ン中5N塩 酸 で 処 理 し3位 シ リル 基 を 選 択 的 に 除 去 し 目
的 と す る(44)を 得,つ い で シ フ ト試 薬 を 用 い そ のNMRス ペ ク トル を 測 定 した 。Fig.5は 基
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Fig.5TheIHNMRSpectraof(A)5α 一Androstane-3β,17β一dioll7-
tert-ButyldimethylsilylEtherand(B)Compound44withG.56Mole
EquivalentEaehofEu(dp!n)3inCarboPTetrachlorゴdeat28。
質 とEu(dpm)5の モル 比0.56に お け る2一 お よ び4-Hシ グ ナ ル の スペ ク トル を 示 し た も の で あ
る。 非 標 識 の 基 質 で は4α 一Hシ グ ナ ル が9ppm付 近VCmultipletとし て 他 の 水 素 シ グ ナル と 明
瞭 に 分 離 し て 観 察 さ れ る の に 対 し変 換 生 成 物 の 誘 導 体 で は 対 応 す る シ グ ナ ル が ほ ぼgo箔 以 上 消
失 して お り,変 換 成 績 体 に お い て 重 水 素 が 専 ら4α 位 に 保 持 され て い る こ と は 明 ら か で あ る。 こ
の こ と は ま た 変 換 成 績 体 のIRス ペ ク トル が 別 途 合 成 した4α 一一画 一5α一androstane-3,17-
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Tdione(20)のそ れ と 完 全 に 一 致 す る こ と う・ら も 支 持 さ れ る 。
以 上 の 結 果androstenedioneのPenicilliumdeezambenslこよ る5α 還 元 で は4位 に お け る
水 素 付 加 が 立 体 選 択 的 に β側 か らお こ り5α 一androstane--3,17-dioneを生 成 す る も の と 結
論 さ れ る 。
第4節 結 論
ラ ッ ト肝 に よ るtest。steroneの5αお よ び5β 一dihydro-testosteroneへの 変 換 で は,5
位 お よ び4位 に 付 加 す る 水 素 は そ れ ぞ れNA-DPHis】9・2。),培地14)に由 来 す る こ とが 明 らか に さ
れ て い る 。 ま た 最 近Wiltoni5)は3位 酸 素 官 能 基 を!sOで 標 識 し たtest。steroneを ラ ッ ト肝
と イ ソ キ ュ ベ ー ト し,得 られ る5a一 お よ び5β 一還 元 体 が い ず れ も180を 保 持 して い る こ と か ら,
二 重 結 合 の 還 元 は シ ッ フ 塩 基 を 経 由 す る ル ー ト(Mechanism1)で は な く エ ノ ー ル を 中 間 体 と す
る ル ー ト(Mechanism2)に 沿 って 進 行 す る もの と考 え て い る(Fig.6)
一 媒 』臨,¶磁 訥.礁
Enzyme'NHil//
.il,。h、n、,m、 ＼ 聖 鴫
。傘_、 継
＼Mechan・ ・m・ つ/H
一論 嚇 漏竈融 漉 一→一章
Fi9.6
今回のn4還 元 もこの種の エノール中間体を経 由す ると仮定すればFig.7に示す ような機 構が
考え られ る。すなわ ちd4-3-ketos1eroidはその3位 カル ボニル基が プロ トン付加を受けると
同時 に5α 位 にhydridei。nが付 加 し,そ の結果 エノール化 がひ きお こされ,さ らiCfi側か ら立
一20一
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Fig.7PossibleMechanism」forMicrobialHydrogenation
Enz=Enzy皿e,A=Protondonor,B=Protondonor,
C:Hydridedonor
体選択的 にプロ トンが付加 し,5α 一3一ケ ト体を生成す る。 この機構 においてd3一エノール中間
体 に対す るβ側か らの プロ トン付加が酵 素的であ るか否かは明 らかでないが,エ ノール の化学的
ケ トン化 がβ側か ら起 こる事実 と符号 してお り,興 味深 く思oれ る。 また第1章,第2章 におい
て微生物 による脱水素反応が カル ボニルのa位 においてaxia且水素 に特異 的であ ることを述べ た
が,今 回の が 還元の機構を考え合わせる と両者 に共通 なエノール 中間体の開与 が示唆 され る。
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第4章 コ レ ス テ ロ ー ル のAndrosta-1,4-diene-
3,17-dioneへの 変 換 に お け る 脱 水 素 機 構
第1節 序
ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ生 産 の 原 料 的 基 盤 を 広 げ る た め ,天 然 に 広 く分 布 し,か つ 安 価 に 入 手 し得
る ス テ ロ ー ル の 利 用 が 早 く か ら着 目 さ れ て き た が,ス テ ロ イ ドホ ル モ ンへ の 転 換 に 必 要 な 側 鎖 の
切 断 が 化 学 的 に は7～9彩(ク ロ ム 酸 酸 化 法)と 効 率 が 悪 く 実 用 化 は 困 難 で あ っ た 。1969年,
有 馬 ら はcholester。}があ る 種 の キ レ ー ト剤 の 存 在 下,ArthrobaeterStmplexlこ代 表 され
る 放 線 菌 に よ りandrosta-1,4--diene-3,17-dione(ADD)に効 率 よ く 変 換 さ れ る こ とを 見
い だ した 。47)さら に こ の 代 謝 経 路 に つ い て も 検 討 し ,cholesterolはまず そ の3位 水 酸 基 が 酸 化
を う け てcholestenoneとな り 、 さ ら にCl,C,間 の 不 飽 和 化 が 起 こ り,つ い で 側 鎖 がCiッ位 で 切
断 さ れ てADDを 生 成 す る こ と を 明 らか に し て い る 。4s)しか し な が ら こ の 代 謝 過 程 に お け るA環
不 飽 和 化 の 機 購 に つ い て は 何 ら検 討 が な さ れ て い な い 。 著 者 は さ き に3-ketosteroidの微 生 物
に よ るA環 脱 水 素 の 立 体 化 学 に つ い て 検 討 を 行 な っ て き た が,こ れ ら と の 関 連 上 興 味 が も た れ る
こ と か ら,cholesterotのADDへ の 変 換 反 応 を と り 上 げ,2位 お よ び4位 か らの 水 素 脱 離 の
立 体 化 学 を 明 ら か に す る こ と を 試 み た 。 ま ず,epimeric2一 お よ び4-ai-cholesterolsを
合 成 し,こ れ らlefE質と し てArthr。baeterSLmple[xによ る 変 換 を 行 な い,生 成 す るADDの
重 水 素 保 持 率 を 測 定 して 水 素 脱 離 の 立 体 選 択 性 を 検 討 し た。
第2節Epimeric2-一 お よ び4--d,一 ・Cholesterolsの 合 成49)
Cholesterolの4位 を 立 体 特 異 的 に 重 水 素 標 識 す る 方 法 に つ い て はす で にBartGnら・・)の 報 告
が あ る 。 す な わ ち,ま ずcholesterylbenzoateを二 酸 化 セ レ ン酸 化 に 付 し,得 られ る4β 一
hydr。xy体を 塩 化 チ オ ニ ル で 脱 水 して6fi-chlorocholest-5-en-3fi-01benzoateとし た
の ち1・iAID、で 還 元 し,4β 一di-ch・lesterolを合 成 し て い る 。 一 方,4α 重 水 素 化 体 は 先 の
4ff-hydroxy体を4-keto体 に 酸 化 し た の ち,重 水 素 化 ホ ウ素 ナ トリウ ムで 還 元 し て4α 一山e
cholesr-5-ene-3β,4β一dio13-benzoateに導 き,こ れ を 塩 化 チ オ ニ ル 処 理,っ い で
LiAIH、還 元 に 付 して 得 て い る 。 ま たSegatら51)は3-acetoxycholesta-3,5-dieneを
NaBH4で 処 理 し た の ち重 酢 酸 で 分 解 し て4fi--d1-choIestero1を合 成 してい る。 しか しな が ら,こ
れ らは い ず れ も立 体 特異 性,収 率 の 点 で満 足 し得 る もの で は な く,ま たG-2水 素 の 重 水 素 化 に つ い て は
何 ら検 討 が な され て い ない 。 さ きに 著 者 は二 重 結 合 のB,D,GCよるdeuterioboration,epoxideの
LiAID,に よ るtrans--diaxial開裂 を 利 用 し,5a-一お よ び5β 一androstane-3,17-dione
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の2位 お よ び4位 を 立 体 特 異 的 に 重 水 素 標 識 す る こ と に 成 功 し た 。 そ こ でd2な らび に 」3体 に 対
し こ れ ら の 反 応 を 駆 使 す れ ば,一 層 有 利 に 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る と 考 え,ゴ ーお よ び が 一
5α一cholestan-5-olと対 応 す るepoxy体 を 合 成 し,cholesterolへ の 誘 導 を 試 み た 。
sH17(・sH17C8H17
Cholestero1ヨ ニ===1____→ レ.→ ...α
.
RO:言't
∵振 ＼ 一
←-
AcObRO(:
.T・'OlHO・'、00
HOH
4849a:R=H5453
b:R=Ac↑
CsH17CsH17C8H17
-
AcOO .:転:
0'ddH
505152
Ac=CH3CO-,Ts=ρ一CH3C6H鉢SO2-
Chart8
ま ず2位 へ の 重 水 素 導 入 の た め 予 試 験 を 行 な っ た 。 す な わ ち,cholestero】 よ り3工 程 を 経
て 製 し た5α 一choiestane-3β,5-dio13'一一tosylate(45c)をア ル ミナ に 一 夜 吸 着 さ せ て 脱
tosy1化し,高 収 率 で5α 一cholest--2-en-5-01(46)を得 たnつ い で(46)をm一 ク ロ ル
過 安 息 香 酸 で エ ポ キ シ 化 した と こ ろ2a,3α 一epoxide(47)がほ ぼ 単 一 の 成 績 体 と し て 得 ら れ
た 。(47)は そ のNMRス ペ ク トル に お い て エ ポ キ シ基 の 根 元 の プロ トンに も とつ く 吸 収 が3.38
ppmに2H分 のmultipletと し て 観 察 さ れ る こ と か ら2α,3α 一 epoxideであ る こ と が 確 認 さ
れ た 。 そ こ で(46)のcholesteroZへ の 誘 導 を 試 み た 。
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ま ずd2体(46)を 原 料 と しhydroboration,つい で ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 酸 化 に 付 した の ち
反 応 生 成 物 をpreparativeTLCで 精 製 し,主 成 績 体 と して5a-cholestane-3a,5-di・1
(53)を 得 た 。(53)はNMRス ペ ク トル に お い て3位 水 酸 基 の 根 元 の プ ロ ト ンが4.Oppmに
Wl/2二6Hzのmultipletと し て 観 察 さ れ る こ と か ら3α,5α 一dihydroxy体と 推 測 さ れ た が,
さ ら に3-keto体(54)に 誘 導 し,そ れ が3β,5α 一dihydroxy体(45a)の 酸 化 成 績 体 と 完 全
に 一一致 す る こ と か ら そ の 構 造 を 確 認 し た 。つ ぎ に2α,3a-epoxide(47)を無 水THF中LiAlH4
還 元 に 付 し た と こ ろ3a,5α 一dihydroxy体(53)が 単 一 生 成 物 と し て 得 ら れ た 。 こ の 結 果5a系
ス テ ロ イ ドに お い てdiboraneはd2に 対 し α 側 よ り 攻 撃 し,一 方LiAIH4は2a,3α 一epoxide
をtrans-diaxia1開裂 して 共 に α一axial-hydroxy体を 生 成 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。そ こ
で ひ き っ づ き(53)のcholeslero1へ の 誘 導 を 行 な っ た 。 す な わ ち(53)を ク ロ ム酸 酸 化 に よ り
3-keto体(54)と し た の ち メ タ ノ ー ル 中NaBH4で 還 元 し3β 一hydroxy体(45a)と 少 量 の3
a-hydroxy体(53)を 得 た 。(45a)を 常 法 通 り3-acetate(45b)と した の ち,塩 化 チ オ ニ ル
に よ る 脱 水,つ い で ア ル カ リ加 水 分 解 に 付 し,cholest-4-en-3,S-ol,cholest-5-en-3β一
〇1を 約1=2の 量 比 で 得 た 。 つ ぎ に4位 へ の 重 水 素 導 入 に 必 要 なd3体(52)の 合 成 を 行 な った 。
す な わ ちcholestero1より3工 程 を 経 て 製 し たcholest-4-en-3β 一〇lacetate(48)を
m一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸 で エ ポ キ シ 化 し,4α,5α 一epoxide(49b)と 少 量 の4β,5β 一epoxide
(50)を 得 た 。 つ い で(49b)を ア ル カ リ加 水 分 解 に 付 し3β 一hydroxy体(49a)と し た の ち,
ク ロ ム 酸 一 ピ リ ジ ン試 薬 で 酸 化 し て4α,5α 一epoxy-3-ketone(51)に誘 導 し た 。 さ らに(51)
を ヒ ドラ ジ ン ヒ ドラ ー トを 用 い るHuang-Minlon反 応 に 付 しd3-5α 一el(52)を 高 収 率 で 得 た。
(52)はNMRス ペ ク トル に お い て3位 お よ び4位 の 水 素 に よ る シ グ ナ ル が560PPmにbroad
singletとして 観 察 さ れ る こ と か ら5α 一cholest-3-en-5-01と 決 定 した 。(52)お よ び
(4gb)を そ れ ぞ れ さ き と 同 様hydration反応 、LiAIH4還 元 に 付 し た と こ ろ3a-hydroxy体
(53),3β 一hydroxy体(45a)が 生 成 し,こ の 結 果4位 へ も2位 の 場 合 と 同 様 立 体 特 異 的 に 重
水 素 を 導 入 す る 見 通 しが 得 られ た 。 そ こ で ひ き つ づ き 重 水 素 化 試 薬 を 用 い て 同 様 の 反 応 を 行 な った。
まずd2体(46)を 無 水THF中 三 フ ッ化 ホ ウ 素 とLiAID,で 調 製 し たB2D6ガ スを 用 い てde-
uterioboration,さら に ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 で 酸 化 し て2a-a一3a,5α 一diol(55)を 得
た 。 つ い で(55)を 予 試 験 の 場 合 と 同 様,ク ロ ム 酸 酸 化,NaBH4還 元 に 付 し2a-d,-3fi,5α一
diol(56)に 誘 導 し た 。 さ ら に(56)を ア セ チ ル 化,塩 化 チ オ ニ ル に よ る 脱 水,ア ル カiJ水 解 に
順 次 付 し,2α 一d,-cholesterol(57)を合 成 した 。 一 方,2P一 両 一cholestero1(60)は
2α,3a-epoxide(47)のLiAID4還 元 に よ り 得 ら れ る2β 一己一3a,5α 一diol(58)を2α 一
D体 の 場 合 と 同 様 に 処 理 し て 製 し た 。 ま た,4α 一D体(63)お よ び4β 一D体(65)は そ れ ぞ れ
(52)お よ び(49b)をdeuteration,LiAID,還 元 に 付 し,生 成 した4α 一di-3a,5α一diol
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(61)お よ び4fi-d,-3β,5α一diol(64)を さ き と 同 様 に 処 理 して 得 た 。
以 上 合 成 した 重 水 素 化cholesterolはMSの 解 析 か ら,そ の 標 識 純 度 が93～98%で あ る こ
が 判 明 し,ま たIRス ペ ク トル に お い て も相 互 に 異 性 体 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
第3節A・tr・b・ ・t・rs・mpl・xに よ る2一 お よ び4-dt-ChoIesterolsの 変 換52)
さ き に 合 成 し た2一 お よ び4一 山 一cholesterols(57,60、63,およ び65)を 基 質 に 用 い 微
生 物 に よ るandrosta-1,4-diene-3,17-dioneへの 変 換 に お け るC-2お よ びG-4水 素 脱
離 の 立 体 化 学 を 検 討 し た 。 す な わ ち 各 基 質 を 有 馬 ら48)の方 法 に 準 じ α,α'-dipyridyiの存 在 下
Arthr・baeters・mPleXと30。に74hrイ ン キ ュ ベ ー ト した 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 の
酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 をpreparativeTLCで 精 製 し,ADDを27%の 変 換 率 で 得 た 。 これ ら生 成
物 のMSか ら 重 水 素 の 保 持 率 を も と め,Table皿 に 示 す 結 果 を 得 た 。 す な わ ち2α 一D体 お よ び
4α 一D体 を 基 質 と し た 場 合 そ れ ぞ れ75%,80%の 重 水 素 保 持 が み ら れ た の に 対 し,2β 一D
体 、4β 一D体 の 変 換 成 績 体 で は 標 識 重 水 素 は 完 全 に 脱 離 して い た 。
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『Table】=IIResultsofDeuteriumRetention
Substrate(%)
Product
2α一D(57)2β 一D(60)4α 一D(63)4β 一D(65)
Androsta-1,4-diene-3,17-dione750800
こ の 結 果Arthrobactersimplexlこよ りcholesterolがADDへ 変 換 さ れ る 際,2位,4位,
と も に β 位 の 水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と が 明 ら か と な った 。
第4節 結 論
Arthr・baet・rstmplexCCよるcholester。1の代 謝 に つ い て は す で に 序 論 で 述 べ た 経 路 が
示 唆 さ れ て お り,今 回 著 者 が 得 た 結 果 か らA環 脱 水 素 の 機 構 は つ ぎ の よ う に 推 測 さ れ る 。 す な わ
ちchoEesterolはま ず そ の3位 水 酸 基 が 酸 化 さ れds-3-keto体 に 変 換 さ れ た の ち,4β 一 水 素
が 立 体 選 択 的tc引 き 抜 か れi4-3-keto体 と な り,つ い で2β 一水 素 が 脱 離 し てADDを 生 成す る。
こ の 機 構 に お け るC-2位 水 素 の 脱 離 はBactllussphaeneusに よ るandrost-4-ene-3,
17-di。neのd1・4体 へ の 変 換 の 際,2β 一水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る と い うRingoldらt3)
の 結 果 と よ く一 致 す る 。 ま た最 近Philipsら53)も ルifyeobaeteriumphleiによ るcholesterol
のADDへ の 変 換 の 際2β 一水 素 が 脱 離 す る と い う 知 見 を 得 て お り,著 者 の 結 果 を よ く 支 持 す る 。
一 方 ,C-4水 素 脱 離 の 結 果 はd5-3-ketoster・idがinvitroで ウ シ 副 腎,ラ ッ ト肝 に お
い てd4-3-keto体 へ 変 換 され る際4β 一水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る と い う 従 来 の 知 見5←58)と
よ く 符 号 す る 。 しか しな が らRingoldらs9)はPseudomoπastest・ster・nLによ る 変 換 で は
4β一 水 素 が6β 位 へ 立 体 特 異 的 に 転 移 す る と 報 告 して お り,さ ら に 詳 細 な 検 討 が 必 要 で あ るn
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第5章GholesterolのCholesten・neへ の 変
換 に お け るd5-d4異 性 化 の 機 構
第1節 序`
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 生 合 成 上 ,dfi-3fr-hydroxy体のd`-3-keto体 へ の 変 換 は と りOけ
重 要 な 位 置 を 占 め て い る 。 著 者 は こ れ ま で ス テ ロ イ ドの 微 生 物 に よ る脱 水 素,水 素 添 加 反 応 の 立
体 化 学 に つ い て 検 討 を 行 な っ て き た 。 今 回,こ れ ら と の 関 連 か ら微 生 物 に よ るdSのd4へ の 異 性
化 に お け るC-4水 素 の 挙 動 に つ い て 検 討 を 加 え た 。
す で にRingoldらs9)は4!9-dl-androst-5-ene-3,17-dioneをPseudomonasteste-
ster・nz由来 のd5-3-ketosteroidisomeraseとイ ン キ ュ ベ ー トし,生 成 す るA`一3-ket・-
Steroidが6β位 に 重 水 素 を 保 持 す る こ と を 認 め,こ の 」5→ が 異 性 化 反 応 で は4β 位 の 水 素 が 立
体 特 異 的 に6β 位 へ 転 移 す る と 結 論 し て い る 。 しか し な が ら こ の 場 合,転 移 し た6β 位 の 重 水 素
保 持 率 は50%と 低 く,さ ら に4α 標 識 体 を 用 い て 検 討 が な さ れ て い な い な ど 完 全 に 証 明 さ れ た
と は い い 難iい。
最 近,生 体 成 分 の 定 量 に 微 生 物 由 来 の 酵 素 を 利 用 す る 方 法 が 種 々 開 発 さ れ て い る。Brevibae-
tertumsteroltcumから 単 離 され た3β 一hydroxysteroidoxdase〔E.C.1.1.3.6〕
(cholester。10xidase)はchoLesterolをch⑪lestenoneに収 率 よ く 変 換 す る こ とか ら 血 中
cholestero1の定 量 に 応 用 さ れ て い る 。60・61)そこ で3β 一hydroxysteroidoxidaseに よ
るcholesterolのcholesren。neへの 変 換 に 伴 な う 二 重 結 合 異 性 化 の 立 体 化 学 に つ い て 検 討 を
加 え た 。
ま ず,変 換 成 績 体 が 保 持 す る 重 水 素 の 位 置 をIRス ペ ク トル に よ り 決 定 す る た め 標 品 と し て
epimeric6-a、-cholestenonesを合 成 し た 。 つ い でepimeric4一 お よ び6β 一d、-choleste-
r。lsを3β 一hydroxysteroidoxidaseとイ ン キ ュ ベ ー ト し,生 成 したcholestenoneの重 水
素 保 持 率 な らび に そ の 位 置 を 機 器 デ ー タ に も と つ い て 決 定 した 。
第2節Epimeric6-'-di-Cholestenonesの 合 成 ⑭
さ き にJacquesyらe3)は二 重 結 合 に 対 す る付 加 反 応 の 立 体 特 異 性 を 知 る 目 的 で6-d、-ch。-
lesterolとフ ッ素 化 水 素 と の 反 応 を 検 討 し,こ の と き得 られ る6fi-di-5α一fluorocholestan-
3ff--01を3-keto体に 酸 化 し た の ち メ タ ノ ー ル 中 酢 酸 ナ ト リウ ム で 処 理 して6β 一di-chole-
stenoneを製 し て い る 。 ま た,Ringoldら")は 酸 触 媒 を 用 い る エ ノ ー ル の ケ ト ン化 に お け るプ
ロ ト ン付 加 の 立 体 特 異 性 を 明 らか にす るた め3-erh。xycholesta-3,5-dieneを重 水 一digiyme
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中 重 酢 酸 で 処 理 し6β 一di-cholestenoneを1等て い る 。 しか し な が ら これ らは 収 率 お よ び 標 識 重
水 素 の 立 体 特 異 性 に お い て 不 満 で あ り,し か もepimerの6α 一D体 に つ い て は 何 ら検 討 が な され
て い な い 。 一 般 に5α 一hydroxy-3-ketosteroidの酸 に よ る 脱 水 反 応 はregiospecificに進
行 してd4-3-ketosteroidを5。),また5α,6α 一epoxideの1.iAIH4によ る 還 元 的 開 裂 は 立体
特 異 的 に5α 一hydroxy体を 与 え る24)こと が 知 られ て い る 。 そ こ で こ れ ら の 反 応 を 駆 使 して 目的
物 を 合 成 す る こ と を 企 て た 。
C8H17C8Hl7CsH17
Cholesterol→ 一 → 一 一一)
HOδHO
HヨξR、OHδ ∫R、
R2R2
-→ 一一一→
唱.''"AcOOh
ODbHDR.2R1
70717269
a:Rl=D,R2=H
b:R1=H,P.2=D
Chart10
す な わ ちcho!ester。1より 容 易 に 得 ら れ る5,6α 一epoxy-5α一cholestan-33-ot(66)
をLiAID4で 還 元 的 に 開 裂 し て6β 一己一3β,5α 一di。1(67a)と し た の ち,ク ロ ム 酸 で 酸 化 して
3-keto体(68a)を 製 し た 。 つ い で(68a)を 無 水P一 トル エ ン ス ル ホ ン酸 を用 い る 脱 水 反 応 に
付 し6fi-di-choleStenone(69a)を得 た 。
一 方 ,6α 一D体 の 合 成 は6-di-cholesteryiactate(72)を中 間 体 と す る ル ー トが 有 利 に
思 わ れ た の で ま ず(72)の 合 成 を 行 な った 。 す な わ ちcholesterotより3工 程 で 得 られ る3a,
5-cycl。-5α一cholestan-6-one(70)をLiAID4で 還 元 し6β 一d一6α 一hydroxy体
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(71)を 単 一 物 と して 得 た 。 つ い で(71)を 無 水 工 一 テ ル 中 三 フ ッ化 ホ ウ素 の 存 在 下 酢 酸 で 処
理 し 中 間 体 のd5-3β 一〇lacerate(72)を 製 し た 。(72)はNMRス ペ ク トル に お い て6位 水
素 シ グ ナ ル が 完 全 に 消 失 し て い る こ と か ら6位 の 重 水 素 標 識 が 支 持 され た 。 そ こ で(72)を6β 一
D体 の 場 合 と 同 様d`-3-ket・ 体 に 誘 導 し た 。 す な わ ち(72)をm一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸 に よ る エ
ポ キ シ 化,LiAtH,に よ る 還 元 に 付 した の ち,カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し6α 一a,-3fi,
5a-diol(67b)を 得 た 。 さ ら に(67b)を ク ロ ム 酸 で 酸 化,つ い で 無 水P一 トル エ ソ スル ホ ン
酸 で 脱 水 し6α 一 山 一cholestenone(69b)を製 した 。
(69a),(69b)お よ び 非 標 識cholestenoneはIRス ペ ク トル に お い て 相 互`こ異 な る ス ペ ク ト
ル を 与 え,ま たMSの 解 析 の 結 果di標 識 体 が98%を 占 め る こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら にNM
Rス ペ ク トル に お い て(69a)の4位 水 素 シ グ ナ ル は5.70ppmにW1/z=2Hzの 鋭 いsingEet
と し て み られ た の に 対 し(69b)で はdoublet(J=・1.5Hz)と して 観 察 さ れ た 。 一 般 に 」4-3-
ketoster。idのNMRス ペ ク トル に お い て4位 水 素 シ グ ナ ル は6β 一置 換 体 で はWl/1-2Hzの
鋭 いsing]etと し て,一 方6α 置 換 体 で はJ=1.5～2Hzのdoubletと し て 観 察 さ れ る こ と が 知
られ て お り33),この こ と は(69a),(69b)が そ れ ぞ れ6fr--D,6α 一D体 で あ る こ とを 支 持 す る。
第3節3β 一。HydroxysteroidOxidaseに よ るEpimeric4一 お よ び6-
d、-Cholesterolsの 変 換67)
dS→A4異 性 化 に お け る 水 素 転 移 の 立 体 化 学 を 明 ら か に す る 目 的 で4α 一,4β 一,お よ び6-di-
cholesterotsを基 質 と し3β 一hydr。xysteroidoxidaseによ るcholestenoneへの 変 換 を 試
み た 。 こ れ ら基 質 の う ち4fi-di-cholestero1は第4章 に お い て 合 成 し た も の を,ま た6-d1-
cholesterolは前 節 で 得 た6一 山 一cholesterylacete(72)のア ル カ リ水 解 に よ っ て 製 し た 。
一 方 ,4α 一d:-cholester。1は従 来 の 方 法 に 収 率 上 難 点 が あ る た め 今 回 新 た に 合 成 を 試 み た 。
一 般 に 」4に対 す る エ ポ キ シ 化 反 応 は α一epoxideとβ一epoxideの混 合 物 を 与 え る が3β 位 水
酸 基 を ア セ チ ル 基 な ど で 保 護 す る とa--epoxideが主 成 物 と な る。24)また4a,5α 一epoxideの
1・iAIH,ms元は5α 一hydroxy体を 単 一 成 績 体 と し て 与 え,さ ら に そ れ を 脱 水 反 応 に 付 す とA`体
とdS体 の 混 合 物 を 生 成 す る こ と が 知 られ て い る 。24)とこ ろ で 著 者 は す で に 第3章 に お い て4一 φ 一
androst-4-ene-3β,17β一diolbis(tert-butyldimethylsilyl)ether(39)の合
成 に 成 功 し て い る 。 そ れ 故4位 に 重 水 素 を 保 持 し た が 体 を 用 い,こ れ らの 反 応 を駆 使 す れ ば 目 的 物
の 合 成 が 可 能 と 思 わ れ る 。 そ こ で ま ず 重 要 な 中 間 体 と な る4-di-cholest-4-en-3β 一 〇l
tert-butyldimethylsiLytether(74b)を得 る た め 予 試 験 を 行 な っ た 。
す な わ ちcholest-4-en-3P-o[teTt-butyldimethylsilylether(74a)を 出発
原 料 と し,diboraneに よ るhydroborationつい で アル カ リ性 過 酸 化 水 素 酸 化 に 付 して3β,4α一
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diol3-monosilylether(75b)を 得 た 。(75b)は 酸 水 解 に 付 す と き3β,4α 一diol
(75a)が 得 られ る こ と か ら そ の 構 造 が 確 認 され た 。 つ い で(75b)をpyridiniumchSoro-
chromateで酸 化 し た と こ ろ4-keto体(76)が 単 一 成 績 体 と し て 得 られ た 。(76)はNMRス
ペ ク トル に お い て3α 一水 素 シ グ ナ ル がJ=7 ,10.5Hzのdoubletofdoubletsと し て,ま
た19一 メ チ ル シ グ ナ ル が0.71ppmにsingletと し て 観 察 さ れ る こ と か らそ の 構 造 を 決 定 し'
た 。 さ ら に(76)をLiAIH4還 元 に 付 し た と こ ろ4β 一hydroxy体(77b)を 収 率 よ く与 え た 。
(77b)は ク ロ ム 酸 酸 化 に よ り 再 び4-keto体(76)を 生 成 す る と と も に 酸 加 水 分 解 に よ り3β,
4β一dios(77a)を 与 え る こ と か ら そ の 構 造 を 確 認 し た 。 つ い で(77b)を ピ リ ジ ン中 オ キ シ塩
化 リ ンで 脱 水 した と こ ろ 収 率 よ く ぷ 体(74a)を ・生 成 し,こ の 結 果4位 重 水 素 化 の 見 通 しが 得 ら
れ た 。 そ こ で ひ き つ づ き 重 水 素 化 試 薬 を 用 い て 反 応 を 行 な っ た 。
まず,さ き の4-keto体(76)をLiAID4ma元 に 付 し た が こ の と き 一 部3位 シ リル 基 の 脱 離
が 認 め られ た た め 再 度 シ リル 化 し4α 一d一5a-cholestane-3β,4β 一diol3-monosiLyl
ether(77c)と し た の ち 前 述 同 様 ピ1」ジ ン 中 オ キ シ塩 化Tjン で 脱 水 し て4-d,-ch。test-4-
en-3fi--01tert-butyldimethyisilylerher(74b)を製 し た 。(74b)はNMRス ペ ク
トル にお い て 対 応 す る非 標 識 体 で 観 察 さ れ た4位 水 素 の シ グ ナ ル が 完 全 に 消 失 し て い る こ と か ら,
そ の 重 水 素 の 標 識 位 置 が4位 で あ る こ と を 確 認 し た 。 以 上 の 結 果 中 間 体 と な る4-di～cholest-
4'一'en--3fl--01teTt-butyldimethylsilylether(74b)を得 る こ と が で き た の で ひ き
つ づ きcholesterolへの 誘 導 を 行 な っ た 。
す なOち(74b)をm一 ク ロル 過 安 息 香 酸 で エ ポ キ シ化 し,4α 一5a-epoxide(78c)と 少 量
の4β,5β 一epoxide(79c)を 得 た 。 つ い で(78c)を1.iAIH.還 元 に よ り4α 一di-5α 一
hydroxy体(80c)と し た の ち ピ リ ジ ン 中 塩 化 チ オ ニ ル で 脱 水 し 」4体 と が 体 の 混 合 物 を 得 た 。
こ の 混 合 物 を そ の ま ま 塩 酸 で 処 理 し が 体 をd4・O体SC変換 し た の ち カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で
精 製 し4α 一4rcholesterol(81)を 製 した。 これ ら重 水 素 化ch。testerols(85,65お よ び
73)は マ ス ス ペ ク トル お よ び シ フ ト試 薬 を 用 い るNMRス ペ ク トル の 解 析 か ら,そ れ ぞ れG-4,
C-・6に 重 水 素 が 立 体 特 異 的 に 標 識 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
そ こ で こ れ ら を 基 質 と し てUwajimaらes・e9)の 方 法 に 準 じ3β 一hydr。xysteroid。xidase
と イ ン キ ュ ベ ー トし た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 を 酢 酸 エ チ ル で 抽 出,proparativeTLCで
精 製 し約95%の 収 率 でcholestenoneを単 離 し た 。 さ ら に こ れ ら 変 換 成 績 体 のMSを 解 析 し
TabieIVに 示 す 結 果 を 得 た 。
す な わ ち4α 一D体 な ら び に6-D体 を 基 質 と し た 場 合 生 成 し たch。1esten。neはいず れ も98
%と 高 い 重 水 素 保 持 率 を 示 し た の に 対 し,4β 一D体 を 用 い た と き 生 成 物 の 重 水 素 保 持 率 は51%
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TableIVRe凱11tsofDeuteriumRetention
Substrate(%)
Product
4α一D(81)4β ・-D(65)6-D(73)
Cholestenone985198
で あ っ た 。
つ い で こ れ ら 変 換 成 績 体 のNMRス ペ ク トル を 測 定 し4位 水 素 シ グ ナ ル の 解 析 を 行 な っ た と こ
ろ,4a-D体 か ら の 生 成 物 で は そ れ が ほ ぼ 完 全 に 消 失 し て い る の に 対 し,4β 一D体 お よ び6-
D体 に 由 来 す る 成 績 体 で は い ず れ も1H分 の シ グ ナ ル が 観 察 さ れ た 。 ま た そ の シ グ ナ ル は4βrD
体 で は 鋭 いsigletに,一 方6-D体 で はJ=2Hzのdoubletと して み ら れ た 。 こ の 結 果4α 一
D体 か らの 生 成 物 は 標 識 重 水 素 を4位 に 保 持 す る こ と が 明 らか と な っ た 。 ま た,6-D体 か らの
生 成 物 も6α 位 に そ の ま ま 重 水 素 を 保 持 し て い る と 思 わ れ た が,事 実 標 品 の6α 一dl-choieste-
noneとIRス ペ ク トル が 完 全 に 一 致 す る こ と か ら確 認 さ れ た 。 一 方,4β 一D体 を 基 質 と し た 場
合 で は さ き のNMRス ペ ク トル か ら そ の 重 水 素 は6β 位 に転 移 して い る もの と 推 側 さ れ た 。 そ こで
6fi-di-chotesten。neと非 標 識cholestenoneの1二1混 合 物 を 調 製 しIRス ペ ク トル を 比
較 検 討 し た と こ ろ 両 者 は 完 全 に 一 致 し,重 水 素 は6β 位 に 転 移 し て い る こ と が 立 証 さ れ た 。
し か し,こ の 変 換 に お い て 標 識 重 水 素 は 約50%が 脱 離 し て い る こ と か ら 、 こ の 点 を 確 か め る
た め さ ら に 以 下 の 実 験 を 行 な っ た 。 す な わ ち非 標 識choiestenoneお よ び6β 一 両 一chole-
stenoneをD20あ る い はH,O中 で3fi--hydroxysteroidoxidaseと 共 に37。 で21
hrイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 方,対 照 実 験 と し て 酵 素 を 加 え ず 非 標 識cholestenoneな らび に
6β一 己rcholestenoneを そ れ ぞ れD20あ る い はH20中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン混 合 物 を さ き と 同 様 に 処 理 し てcholestenoneを 得,そ のMSお よ びNMRス ペ ク
トル の 解 析 を 行 な っ た の ち,調 製 した 標 品 とIRス ペ ク トル を 比 較 し た 。
そ の 結 果 酵 素 の 存 在 下 で は6fi--d,-cholestenoneは 標 識 重 水 素 が28%脱 離 し,一 方 非
標 識cholestenoneは 重 水 中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンに よ り6β 位 に41%の 重 水 素 の と り
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TableVResuユtsofDeuteriu皿ExchangebetweenCholestenone
andXncul)ationptedium
SubstrateCondionDeuteriurncontent(%)
6β一DEnzy皿econtrolinH2072
Non-DEnzymecontrolinD2041
6β一DNonenzyrnecontrolinH2098
Non-DNonenzymecontrolinD200
こ み が み られ た 。 し か し な が ら酵 素 を 添 加 し な い 対 照 実 験 で は6ff-di-cholestenoneな ら
び に 非 標 識cholestenoneを そ れ ぞ れH,O,D,0中 で 処 理 し て も重 水 素 の 脱 離,と り こ み は
認 め ら れ な か っ た 。 これ ら の 実 験 結 果 か らみ て さ き の4β 一 己rcholesterolの 変 換 に お け る
標 識 重 水 素 の 喪 失 は 生 成 し たcholeStenoneか ら二 次 的 な 脱 離 に 一 部 起 因 す る と 考 え ら れ る 。
しか し,転 移 過 程 に お け る 脱 離 の 可 能 性 も 完 全 に は 否 定 し難 い 。
以 上 の 事 実 か らcholestero1が3β 一hydroxysteroidoxidaseに よ りchole-
sten。neへ 変 換 さ れ る 際,4μ 位 水 素 が 立 体 特 異 的 に6β 位 へ 転 移 す る こ と,ま た こ の 時 生 成
す るcholestenoneの6β 位 水 素 は 一 部 酵 素 的 に 脱 離 す る こ と が 明 らか と な っ た 。
第4節 結 論
一 般 にdi-・3β 一hydroxysteroidのd4-3-ketosteroidへ の 酵 素 的 変 換 に お い て は
dE-3-ketosteroidを 中 間 体 と す る こ と が 知 られ て い る。 ま たRingoldらs9)は4β 一()e「
androst-5-ene-3,ユ7-dioneをPseudomonαstestosteroniのd5-3-keto-
steroidisomeraseと イ ンキ ュ ベ ー ト し,そ の と き 生 成 す るandrost-4-ene-3,17-
dioneが6β 位 に 重 水 素 を 保 持 す る こ と か ら そ の 中 間 体 と し てd3・5-dien。1の 関 与 を 示 唆 し
て い る 。 こ れ ら の 知 見 と今 回 の 著 者 が 得 た 結 果 を 考 え 合 わ せ る とchelestero1のcholeste-
noneへ の 変 換 はFig.8に 示 す よ う な 機 構 で 進 行 す る も の と 推 測 さ れ る 。
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H・av--H譜
回
。蔚 一 縛
1.・'
A-Enz-B'
Fig.8PossibleMechanismforMicrobia].Isomerization
Enz=Enzyme,A:Protondonor,B=Protonacceptor
す な わ ちcholestero1は そ の3位 水 酸 基 が 酸 化 さ れd5-3--ket。体 と な っ た の ち4fi位 水
素 が 立 体 選 択 的 に ひ き 抜 か れ てd3'5-dienol中 間 体 を 生 じ,さ ら に そ の 水 素 が6ff位 に 付 加
し てd4-3--keto体 を 生 成 す る 。
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実 験 の 部
融 点 は 柳 本 微 量 融 点 測 定 法 装 置 を 使 用 し,未 補 正,旋 光 度 は 特 記 しな い か ぎ りCHC1,溶 液 で
日本 分 光ModelDIP-SLautematicp。1arimeterを,IRス ペ ク トル は 日本 分 光Model
IR-Sお よ びIRA-Ispectrometerを 用 い て 測 定 し た 。NMRス ペ ク トル は(CHs)毒Si
を 内 部 標 準 と し,日 立ModelR-20お よ び 日 本 電 子ModelSP-loOspectrometerを 用
い て 測 定 し た 。 ま た 略 号 と し てs=singlet,d=doublet,t=triplet,m=multiplet,dd=
doubletofdoublets,を 用 い た 。 マ マ ス ペ ク トル は 日立ModelRMU-7お よ びRMU-6E
spectr。meter,島津ModetLKB-900GSを 用 い て 測 定 した 。PreparativeTLCに は
silicagelH,Gお よ びHF2s4(E.MerckAG)を 用 い た 。 シ フ ト試 薬 はP20s上 真 空 乾 燥 し
て保 存 し た も の を 使 用 し た 。 ま た 略 号 と し てEu(fod)3==tris(1,1,1,2,2,3、3-hepta
fluoro-7、7--dimethyl-4,6-octanedionate)europium(皿),Eu(dpm)3=tris-
(d孟pivalomethanato)europium(皿)を用 い た 。
第1章 第2節 付 属 実 験
17β 一Acetoxy-5β 一androstan-3-one(1)のNaBH4還 元
(1)335n9をTHF4meに 溶 か し,氷 冷 下NaBH4350㎎ の 水 溶 液1㎡ を 徐 々 に滴 下 後20min
放 置 。AcOHを 加 え て 過 剰 のNaBH4を 分 解 し,エ ー テ ル で 抽 出。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で
洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら 再 結 晶 し,
5β一androstane-3α,17β一diol17-acetate(2)250ngを 無 色 針 状 晶 と して得 。mp172-
173。.〔α〕B3+14.8。(o=O.51).Ana9.Calcd.C21H3403:0,75.40;H,10.25.Found:
C,75.12;H,lo.23.NMR(ODC13)δ:0.76(3H,s,18-GH3),0.93(3H,s,19-
CH3),2.01(3H,s,-OCOGH3),3.30-3.80(1H,m,Wl/2=20Hz,3β 一H),457(IH,
t,」;8Hz,17α 一H).母 液 を 濃 縮 後 得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(3:1)を
展 開 溶 媒 と す るpreparativeTI.Cに付 す 、Rf値0・34の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら 再 結
晶 し5β 一androstane-3β,17β一diol17-acetate(3)27㎎ を 無 色 針 状 晶 と して 得。mp137-
13So.〔 α 〕lo+9.2・(e-・.49).A。 。1.C、1。d.C,、H,、0,・C ,75.40;H,1・.25.F。 。。d・
C,75.56;H,lO.23.NMR(CDC13)δ=O.76(3H,s,18-CH3),0.97(3H,s,19-
CH3),2.01(3H,s,-OCOCH,),4.10(1H,m,W均=7Hz,3a-H),4.57(lH,t,
」=8Hz,17α 一H),Rf値0.28の 画 分 か ら さ ら に(2)43叩 を 得 。
5β 一Androstane-3αt,17β 一diol17-Acetate3-P-Toluenesulfonate(4)
(2)250叩 を ピ リ ジ ン3㎡ に 溶 か しp-TsCt400n9を 徐 々 に 加 え3日 間 室 温 撹 拝 。 反 応 液
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に水を加えエーテルで抽 出。有機層を5%HCI,5%NaHCO3,水 で順 次洗 い無 水Na2SO4で乾
燥。 溶媒留 去後得 られ る結晶性物質をヘキサ ンか ら再結晶し(4)300Myを無 色 葉状 晶 として得。
mp134-136・.〔 α 〕含1+29.8。(e-1.34).A。。1.0。1。d、C,、H.。0,S・O,68.83;H,
8.25.Found:C,69.20;H,8.19.NMR(CDCI3)δ:O.75(3H,s,18-CH3),0.90
(3H,s,19-CH3),2.02(3H,s,-OCOGH3),2.43(3H,s,Ar-CH,),4.50(1H,
m,3β 一H),4.57(111,t,J=8Hz,17α 一H),7.30,7.78(4H,d,J=8Hz,Ar-H).
(4)のr一 コ リ ジ ン と の 反 応
(4)2.59をr一 コ リ ジ ン18㎡ に 溶 か しLshr加 熱 還 流 。反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を
5%HC1,5%NaHGO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を
MeOHか ら数 回 分 別 再 結 晶 し5β 一androst・-3-en-17β一 〇1acetate(6)310㎎ を 無 色 板
状 晶 と し て 得 。mpl41-142。.NMR(CDCI3)δ=o.79(3H,s,18-OH3),o.95(3H,
s,19-CH3),203(3H,s,-OCOCH,),4.57(lH,t,J=8Hz,17ct-H),5.18-
5.84(2H,m,3-and4-H).(reportedmp138-140。)70[.母 液 は 精 製 せ ず に エ ポ キ シ
化 反 応 に 付 し た 。
3β,4β 一Epoxy-5β 一一androstan-17β一 〇lAcetate(8)
(6)10㎎ をCHCI,5nzeOC溶か しm一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸15mgを 加 え一 夜 室 温 放 置 。 エ ー テ ル
で 希 釈 後5%Na2S203,s%NaHGO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 得 られ る
結 晶 性 物 質 をMeOHか ら 再 結 晶 し(8)10n9を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp198-201。.NMR
(CDC13)δ:0.78(3H,s,18-CH3),0.87(3H,s,19-CH3),ZO3(3H,s,-OGO(]H,),
2.84(IH,d,」=・4.5Hz,4α一H),3.20(IH,m,3α 一H),4.57(1H,t,J=8Hz,17α 一
H).(reportedmp195-196。)71).
5β一Andr。st-2-en-17β 一 。IAcetate(5)
(7)9㎎ をAcOII3雇 に 溶 か し,1allongお よ びAcONa4㎎ の 水 溶 液o.2㎎,Zn末8mgを
加 え2hr室 温 撹 伴 。Zn末 を 濾 去 後,濾 液 を エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水,5%NaHGO3,水 で
順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら再 結 晶 し(5)5㎎ を
無 色 針 状 晶 と して 得 。mp98-99e.〔 α〕邑1-5.SQ(e-0,60).Anad.Calcd.C21H3202:C,
79.70;H,10」9.Found:C,79.36;H,10.07.NMR(CDCI3)δ=o.78(3H,s,18-
CH,),o.97(3H,s,19-CH3),2.02(3H,s,-OCOCH,),4、57(lH,t,J・=8Hz,
17α一H),5.56(2H,broads,2-and3-H).
(5)お よ び(6)の エ ポ キ シ 化 反 応
(5)お よ び(6)の 混 合 物70ngをCHGI,Smeに 溶 か し,m一 ク1]ル 過 安 息 香 酸70㎎ を 加 え
一 夜 室 温、放 置 。 エ ー テ ル で 希 釈 。5%Na2S203,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で
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乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ベ ンゼ ン ー エ ー テ ル(3:1)を 展 開 溶 媒 と す るprepa-
rativeTLCに 付 す 。Rf値0・76の 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し2β,3β 一epoxy'-5fi-andro-
stan-17β一 〇lacetate(7)24囎 を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mpl29-1310.〔 α〕含1+3.3。
(c=0.60).Anαd.Calcd.021H3203=0,75.86;H,9.70.Found=0,75.75;H,
9・79.NMR(CDC13)δ;⑪ ・77(3H,s,18-CH3),0・89(3H,s,19-CI13),ZO3(3H,
s,-OCOCH3),2.90-3.30(2H,m,2α 一and3α 一H),4.57(IH,t,」 二8Hz,且7a-
H).Rf値O.83の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し(8)45ngを 得 。mpl98-201。.
(7)のLiAlH4還 元
(7)8叩 を 無 水THF4meに 溶 か し1、iAIH4r20㎎を 加 え5hr加 熱 還 流 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰
の 試 薬 を 分 解 。25%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4
で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を ベ ンゼ ン ー エ ー テ ル(1=2)を 展 開溶 媒 とす るprepa-
rativeTLCに 付 す 。Rf値0.51の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し(9a)5myを 無 色
板 状 晶 と し て 得 。mp165--167。.標 品 と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。両 者 のIRス ペ クbル は 完
全 に 一一致 。
(5)のHydration反 応
(5)13.8MSTを無 水 工 一 テ ル6meに 溶 か しLiAIH4rsongのエ ー テ ル 懸 濁 液6meec加 え る 。氷
冷 撹 伴 下N2ガ ス を 通 じ な が らBF3-etherate260叩 の エ ー テ ル 溶 液6meを30minに わ た っ て
徐 々 に 滴 下 。1hr室 温 撹 拝 後 含 水 工 一 テ ル を 加 え て 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。 有 機 層 を5%NaHCO3,
水 で 洗 い 無 水Na2SO"で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 油 状 物 をTHF6nzeeC溶 か し10%NaOH4me
を 加 え,つ い で30%H2024meを 徐 々 に 滴 下 し氷 冷 下1hr撹 拝 。 水 を 加 え てAcOEtで 抽 出 。
有 機 層 を5%NaHSO3,s%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水1a2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 得 ら れ る
結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1=2)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付 す 。Rf値
0.51の画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し(9a)5M17を無 色 板 状 晶 と し て 得 。mpl64-
165。。標 品 と混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に 一 致 。
5β一Androstane-3β,17β 一diolDiacetate(9b)
(9a)5myを ピ リ ジ ンlndとAc200.5nteでア セ チ ル 化 。 常 法 通 り処 理 し得 られ る 油 状 物 を ベ
ンゼ ン ー エ ー テ ル(6=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付 す 。Rf値O・46の 画 分 を
MeOHか ら再 結 晶 し(9b)3㎎ を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mplo8-110。(reportedmple6-
107。)72}.
(8)のLiAIH4に よ る 還 元'
(8)30mgを 無 水THFlsnteCc溶 か しLiAIH4100叩 を 加 え20hr加 熱 還 流 。(7)と 同 様
に 処 理 し得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1=2)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
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TLCに 付 す 。Rf値O.51の 画 分20n9をAc20と ピ リ ジ ン で ア セ チ ル 化 。 常 法 通 り処 理 し た 後
ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(6:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLGに 付 す 。Rf値o.46の 画 分
をMeOHか ら再 結 晶 し(9b)8niSTを無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp108-110。.標 品 と 混 融 し 融 点
降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に 一 致 。
(6)のHydration反 応
(6)10mg6?無水 工 一 テ ル2認 に 溶 か し1.iAIH4,20㎎の エ ー テ ル 懸 濁 液2認 を 加 え る 。氷 冷撹
伴 下N2ガ ス を 通 じ な が らBF3-etherate170㎎ の エ ー テ ル 溶 液2認 を30minに わ た っ て 徐 々
に 滴 下 。(5)と 同 様 に 処 理 し て 得 た 結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1:2)を 展 開 溶 媒 と す
るpreparativeTLCに 付 す 。Rf値O,5ユ の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し(9a)6MS,
を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp163-165。.標 品 と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク
トル は 完 全 に 一 致 。
2Ct-d,-5fi・・-Androstane-3β,17β・一'dio1(10)
(7)60ngを 無 水THF2nzeに 溶 か し1.iAlD4100M7を加 え5hr加 熱 還 流 。 過 剰 の 試 薬 を 含
水 工 一 テ ル で 分 解 。25%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出。 有 機 層 を水 で 洗 い無 水Na2SO4
で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1=2)を 展 開 溶 媒 とす るprepa-
rativeTLCに 付 す 。Rf値0.51の 画 分 を ア セ トン ー ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し(10)56n9を 無 色
板 状 晶 と して 得 。mp且64-165。.(9a)と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
2a--d,鴨一5β一Androstane-3,17-diorle(11)
(10)56㎎ を ピ リ ジ ンlmeに 溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬2nzeを加 え 一 夜 室
温 放 置 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈 。 有 機 層 をle%AcOH,5%NallCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水
Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ーエ ー テ ル(2:1)を 展 開 溶 媒 と す
るprepara!iveTLCに 付 す 。Rf値o.42の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら 再 結 晶 し(11)
30㎎ を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mpl30-132。.5β 一Androstane-3,17-dione73)と混融 し
融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/,=28g(M+)(g8%al).
2β一d,-5β 一Androstane-3β 、17β 一dio1(12)
(5)77ngを 無 水 工 一 テ ル5meに 溶 か し,こ れ をLiAID4170叩 の エ ー テ ル 懸 濁 液5mev(加
え る 。 氷 冷 撹 梓 下N2ガ ス を 通 じ な が らBF3-etherate19の エ ー テ ル 溶 液snteを30minに わ
た っ て 徐 々 に 滴 下 。1hr室 温 撹 梓 後 含 水 工 一 テ ルを 加 え過 剰 の 試 薬 を 分 馳 有 機 層 をS%NaHCO31
水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 油 状 物 をTHFlO7neに 溶 か しlo%NaOH
7ntを加 え,つ い で 氷 冷 下 撹 梓 し な が ら30%H2027meを 徐 々 に 滴 下 し1hr撹 挫 。 水 を 加 え て
AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHSOa,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶
媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を ベ ンゼ ン ー エ ー テ ル(1:2)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
-38一
TLCに 付 す 。Rf値0.51の 画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し(12)30㎎ を 無 色 板 状 晶
と し て 得 。mpl64-16so.(9a)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
2β一d「1-5β一Androstane-3、17-dione(13)
(12)30叩 を ピ リ ジ ン1認 に 溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1110罵)試 薬2meを 加 え 一 夜 室
温 放 置 。(10)と 同 様 に 処 理,ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら 再 結 晶 し(13)20nz9を 無 色 板 状 晶 と し'
て 得 。mpl30-132。.5β 一Androstane-3,17-dLone73】と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
MSM/e二289(M')(98%両).
4α1-d,一一5β一Androstane-3,17-dione(15)
(8)204叩 を 無 水THFSnteに 溶 か し1.iAID4300㎎ を 加 え18hr加 熱 還 流.(7)と 同 様 に
処 理 し得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1:2)を 展 闇 溶 媒 と す るpreparativeTI・C
に 付 す 。Rf値0.51の 画 分 か ら4α 一dl-5ff-androstane-3fi,17β一di・1(14)を得 。(14)
を(10)と 同 様 に 処 理,ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し(15)50卿 を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。
mp131-132。.5β 一Androstane-3、17-dione73)と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MS駕1
289(Mつ(98%dl).
4β一d1-5β 一一Androstane-3β、17β一diol(16)
(6)151彫を無 水 工 一 テ ル10nteに溶 か し,1.iAlD4309囎 とBF3-etherate2,69を用 い て
deuterioborationを行 な う。(5)と 同 様 に 処 理,ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら 再 結 晶 し(16)65my
を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mpl61-1630.(9a)と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
4β一d・一 5β一一Andr・stane-3,17-di。・e(17)
(16)65㎎ をGrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬 で 酸 化 。(io)と 同 様 に 処 理,ア セ トン ー ヘ
キ サ ンか ら再 結 晶 し(17)50np9を無 色 板 状 晶 と して 得 。mpl32-133、5。.5β 一Androstane-
3,17-dione73}と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/,;289(M+)(98%dl).
第1章 第3節 付 属 実 験
Materials
基 質 の2一 お よ び4一 己r5β 一androstane-3,主7-dionesは第i章 第2節 で 自戎 した(ll),
(13),(15)およ び(17)を 用 い た 。
Cel1-・freeExtractの調 製
培 地 はcornsteepliquorα6彫,NH4H2PO40.3%,CaGO30.25%,soybeanoil
O.22%,yeastextractO.25%お よ びglucosel%を 溶 か し て 全 量llに 調 製 し,ノVeeaτdta
restrietus(ATCC14887)を27。,1週 間 振 盗 培 養 した 。 つ い で3,000x9,30min遠
心 分 離 し,0.03Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で2度 洗 浄 。集 め た 菌 体 を 直 ち に 少 量 の 緩 衝 液 に 懸 濁
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し た の ち10kcのmagnetostrictiveosciUatorで30min超 音 波 処 理 した。つ いで105,000×9
30min遠 心 分 離 し て 上 清100nteを得,こ れ を そ の ま ま 酵 素 源 と し て 用 い た 。
Cet1-freeExtractに よ る 脱 水 素 反 応
各 基 質(ll,13,置5お よ び17)をDMFに 溶 か し,phenazinemethosulfate(PMS)
お よ びcell-freeextract(O.03Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.o)で6卿protein/㎡ の 濃 度 に 調
製)を 加 え て つ ぎ の よ う に 調 製 し27。 で20hrイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
S自b6trateD凹FP凹SSuperria七antC[btal.vDlute
㎎m1㎎ 『mlm1
(ユ1)20.50.512012200
(13)11・00.4606100
(15)10・00.3606100
(17)22.50.615015240
抽 出 な ら び に 分 離1
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 をAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去
後 得 られ る油 状 物 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(1=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付 す 。
Rf値O.32お よ びo.20の 画 分 を そ れ ぞ れ ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら 再 結 晶 。 前 者 か らandrost-
4-ene-3,17-dioneを 無 色 柱 状 晶(mpl71-172。) ,後 者 か らandrosta-1,4-diene-
3,17-dioneを 無 色 柱 状 晶(mpl39-140。)と して ,と も に40%の 変 換 率 で 得 。
第2章 第2節 付 属 実 験
4a,17α 一d2-5at-Androstane-3Ct,17β一diol(19a)
(19b)170㎎ を ア セ ト ン20meec溶か し,5NHG12nzeを 加 え30min60。 に 加 温 。 溶 媒 留
去 後 残 渣 をAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後
得 られ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら再 結 晶 し(19a)91叩 を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp217-21{f.
IRン 恩 蛍 αガ1:2170(C-D).5α 一Andfostane-3α,17β 一diolと混 融 し融 点 降 下 を 認
め ず 。MSM/e=294(M+)(98%d2).
4αt、17ct-d2--5Ct-・Androstane-3a,17&dioIBis(tert-butyldimethylsilyI)
Ether(19b)
5α一Androst-3-en-17一 ⑪ne(18)s5)360n9を無 水 工 一 テ ル40nteCC溶か し ,こ れ を1.iAID4
500n9の エ ー テ ル 懸 濁 液 に 加 え る。 氷 冷 撹 拝 下N2ガ ス を 通 じ な が らBF3-etherate59の エ ー
テ ル 溶 液16meを30minに わ た っ て 徐 々 に 滴 下,lhr室 温 撹 梓 。 含 水 工 一 テ ル を 加 え て 過 剰 の
試 薬 を 分 解 しAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去
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後 得 ら れ る 油 状 物 をTHF30nzeに 溶 か し10%NaOHl6meを 加 え 氷 冷 撹 拝 下30%H20z30me
を 徐 々 に 滴 下 。 さ ら にo。で1hr撹 拝 。 水 を 加 え てAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHSO3,5%
NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 をDMF2㎡ に 溶
か しtert-butytdimethylsilylchloride600n9,imidazole800㎎を 加 え2hr室 温 撹
拝 。 水 で 希 釈 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る結
晶 性 物 質 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー に 付 す 。 ヘ キ サ ン溶 出 画 分 よ り 得 られ
る 結 晶 性 物 質 を ア セ ト ンか ら再 結 晶 し(igb)200myを無 色 板 状 晶 と し て 得 。mpl23-124。.
5α一Androstane-3α,17β 一dio]bis(tert-butyldimethylsily且)ether3fi}と混 融 し
融 点 降 下 を 認 め ず 。
4αt-d,-5α 一Androstane-3,17-dione(20)
(1ga)90叩 を ピ リ ジ ン2meに 溶 か しJCrO3一 ピ リ ジ ン(1:low/v)試 薬4me61加 え8hr室
温 放 置 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈 し,10彫AcOH,5%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で
乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 品 性 物 質 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(4=1)を 展 開 溶 媒 と す るprepa-
rativeTI、Cで精 製 。 ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら 再 結 晶 し(20)47pzgを無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
mp129-131。.5α 一Androstane-3,監7-dioneと混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e;
289(M+)(97%dl).
4β,17ct-d2-5a--Androstane-3a,17β 一diol(22)
3α,4α 一Epoxy--5α一androstan-17-one(21)35)!79卿を 無 水THF12meに 溶 か し,
1・iAID4150㎎を 加 え5hr加 熱 還 流 。 過 剰 の 試 薬 を 含 水AcOEtで 分 解 。20箔 ロ ッシ ェ ル 塩 を
加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水NazSO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を
ア セ ト ンか ら 再 結 晶 し(22)172ngを 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp219-222。.IRvlli9{α ガ1:
2170(C-D).5α 一Androstane-3α,17ff-diolと混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e=
294(M+)(98%d2).
4β一dl--5ct-Androstane-3,17-dione(23)
(22)170㎎ を ピ リ ジ ン5加 彦に 溶 か しGrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬lOmeで 酸 化 。(19a)
と 同 様 に処 理 後 ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し(23)51叩 を 無 色 葉状 晶 と し て 得 。mp131・5-
132.50.5α一Androstane-3,17-dioneと混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:289(M+)
(95%c]e1).
第2章 第3節 付 属 実 験
MateriaIs
甚 質 のepimeric4一 己r5α 一androstane-3,17-diones(20,23)は第2章 第2節 で 合
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成 し た も の を 用 い た 。
Cell-freeExtractの 調 製
培 地 の 調 製 は 第1章 第3節 の 方 法 に 準 じて 行 な い,N・cαr・t・arestrtetus(ATCCl4887)
を27。 、1週 間 振 盟 培 養 した 。 つ い で3,000xg,30min遠 心 分 離 し,0.03Mリ ン酸 緩 衝 液(pH
7.O)で2回 洗 浄 。 集 め た 菌 体 を 直 ち に 少 量 の 緩 衝 液 に 懸 濁 した の ち10kcのmagnetostric-
tiveoscillatorで20min超音 波 処 理 した 。 つ い で3,000×9,30min遠 心 分 離 し て 上 清
50㎡ を 得 。 こ れ を そ の ま ま 酵 素 源 と して 用 い た 。
Cell-freeExtractに よ る 脱 水 素 反 応
Epimeric4-dl-5α 一androstane-3,17--diones(20,23)各々5㎎ をDMFO.1nzeに
溶 か し,PMS30叩 お よ びcel1-freeextractlmeを加 え,0.03Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)
で 全 量 をSOmeと し た の ち27。 で15hrイ ン キ ュ ベ ー トし た。
抽 出 な ら び に 分 離
イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 をAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去
後 得 ら れ る 油 状 物 を ベ ンゼ ン ー エ ー テ ル(1:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTI.Cに付 す 。
Rf値032お よ び0.20の 画 分 を そ れ ぞ れ ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 。前 者 か らandrost-
4-ene-3,17-dioneを 無 色 柱 状 晶(mp172.5-173。),後 者 か らandresta-1,4-diene-
3,17-dioneを 無 色 柱 状 晶(mpl39-140。)と し て,と も に20%の 変 換 率 で 得 。 変 換 生 成
物0)NMRス ペ ク トル デ ー タ は 以 下 に 示 す と お り で あ っ た 。
PrOduct(themicalshift(6)PlinC
l-HC2-HC4-H
4α一DSub6trate(20)
△4--none
△1・恥7.006.20
(drJ・lO.5Hz)〈d,J=10.5Hz)㎜e
4β一DSUbstratコe(23)
△4-一 一5.76(s)
△1・恥7.006・206.06
(d,J=10.5Hz)(dd,」=10.5,(drJ=1.5Hz)
1.5Hz)
第3章 第2節 付 属 実 験
4-Bromotestosteronetert-ButyldimethylsilylEther(25)
4-Bremotestosterone(24)74}146解をDMFO.Sm8に 溶 か し 、teγt-butyldimethlsilyl
chloride150叩お よ びimidazole300㎎ を 加 え15min室 温 放 置 。 反 応 液 を 水 で 希 釈 し
一42一
1エーテルで抽出。有機層 を水 で洗 い無水Na2SO4で乾燥。溶媒留去後得 られる粗 結晶をヘキサンー
へcOEt(20=1)を展 開溶媒 とす るpreparativeTLCで精製。 エーテル ーMeOHか ら再結晶
し(25)200mvを 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mp173-174・5。.〔 α〕Bs+88・9。(・-0.18)・Anα1.
C・i・d・C2sll・,O・B・Si・G,62・35;H,8・58・F・u・d・C,62.67;II,8.87.NMR(GDC1、)
δ=0(6H,・,Si-CII,),0・72(3H,・-8-CH,) ,・・87(9H,・,t・rt-C、H、),1.22
(3H,s,19-CH3),3.54(1H,t,J;7Hz,17α 一一H).
(25)のLiAIH4還 元
1(25)30卿 を 無 水 工 一 テ ル8㎡ に 溶 か し,LiAIH、50㎎ を 加 え5hr加 熱 還 流 。含 水 工 一 テ ル
で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 拍咄 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水
Na2SO4で 乾 燥 。 喀 媒 留 去 後 得 られ る 粗 結 晶 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(10:1)を 展 開 溶 媒 と す る
preparativeTLGで精 製 。MeOHか ら再 結 晶 しandrost-4-ene-3β,17β 一dioll7-
tert-butyldimethylsilylether(26a)10㎎を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mpl40-i420 .標
品sa)と混 融 し て 融 点 降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に 一 致 。
4-d1-・Testosteronetert-Butyldimethylsily;Ether(30)
(25)200M7を無 水 工 一 テ ル20nzeに溶 か し,1・iAID4200n9を 加 え10hr加 熱 還 流 。 含 水
工 一 テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出
。 有 機 層 を 水 で 洗
い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(10:1)を 展 開 譲 媒 と
す るpreparativeTI.Gに付 す 。Rf値0.4の 画 分 よ り3a-a一4-bromoandrost4-ene--
3ff,17β一dioi17-tert-butyldimethylsilylether(31b)90in9を得 。Rf値0.3の 画
分 をMeOHか ら再 結 晶 し3α,4一 晦 一androst-4-ene　 3β,17P-diol17-te「t　 butyl-
dimethylsilylether(29)30㎎を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mpl4監 一142。 .Andr。st-4-
ene-3β,17,0mdio117-tert-butyldimethyisilylether36)と混 融 し 融 点 降 下 を 認 め
ず 。(29)27㎎ を ピ リ ジ ンo・smeに溶 か し,CrO3一 ピ1」ジ ン試 薬(1=low/v)1π6を加 え1.5hr室
温 放 置 。 反 応 液 をAcOEtで 希 釈 し10%AcOH,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾
燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら再 結 晶 し(30)22卿 を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
mp140140.5。.Testosteroneteγt-butyldimethylsilylether36}と混 融 し 融 点 降 下
を 認 め ず 。MSM/e=403(M+)(85%dl).NMRス ペ ク トル の 解 析 の 結 果 ,重 水 素 を4位 に
保 持 す る こ と が 判 明 。
4・-Bromoandrost・-4-ene-3β,17β一dioll7-tert-Butyldimethylsilyl
Ether(26b)
LiAIH,400ngとteTt-BuOH3.5nzeより 製 し たLiAl(tert-BuO)3Hの 無 水 工 一 テ ル 溶 液
3Smeに(25)30⑪ ㎎ の 無 水 工 一 テ ル 溶 液10rneを加 え30min室 温 撹 梓 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰 の
試薬を分解後20%nッ シェル塩溶液を加え エーテルで抽出。 有機 層を水で洗い無水Na2SO4で
乾燥。 溶媒留 去後得 られ る結晶性物質をMeOHか ら再結品 し(26b)210㎎を無 色 葉状晶 として
得.mp121-123・.〔 ・ 〕智+5・ 』 ・(e-・.14).Anaif.Calcd.C25H、,O、B・Si・C,62.・9;
H,8、96.Found=C,62,31;H,9.Oo.NMR(CDCI3)δ=0(6H,s,Si-GII,),o.72
(3H,s,18-CH3),o.87(9H,s,tert-C4Hg),1.09(3H,s,19-GH3),3,51(1H,
t,J=.71・lz,17α一II),3.90-420(1H,m,3α 一H).
4-d,-Androst-4-ene-3β 、17β 一diol17--tert-ButyldimethylsiIyl
Ether(32)
(26b)50叩を 無 水 工 一 テ ルlomeに 溶 か し,1.iAID,50n9を 加 え28hr加 熱 還 流 。 含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(10=1)を 展 開 溶 媒 と す る
preparativeTI.Oで精 製 。MeOHか ら 再 結 晶 し(32)24㎎ を無 色葉 状 晶 と して得 。Androst-
4-ene-3β,17β 一dioll7-tert-butyldimethylsilytetherco)と混 融 し融 点 降 下 を 認
め ず 。MSM/e=405(Mつ(70%両).NMRス ペ ク トル の 解 析 の 結 果 重 水 素 を4位 に 保 持 す
る こ と が 判 明 。
4--Brom。andr。st-4-ene--3β、17β 一di。1(27)
1.iALH,300meとt・rt-BuOH2.5meより製 したLiAt(tert-BuO)3Hの エ ー テ ル 溶 液
20nzelc(24)100㎎の エーテル 溶 液10nzeを加 え30min室 温撹 伴 。 含水AcOEtで 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後
20%ロ ・:・シ ェル塩 溶 液 を加 えAcOEtで 抽 出。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得
られ る結 品 性 物 質 を ア セ ト ン か ら再 結 晶 し(27)50n9を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp216-2180.
〔α 〕『+57.1.(c・=・.21).A・ 。t.G・1・d,GlgH290、B・ ・G,61.78;H,7.9].F…d・
C,61.90;H,7.94.]NMR(ODC13)δ:0.78(3H,s,18-CH3),H2(3H,s,19-
CH3),3.65(1H,t,J;7Hz,17α 一H),4.08-4.'32(lH,m,3at-H).
4-Bromoandrost--4-ene-3,17-・dione(28)
(27)10叩 を ピ リ ジ ン0.2meに溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬0.Smeを加 え4hr
室 温 撹 伴 。AcOEtで 希 釈 し10%AcOH,s%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(2=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLG
で 精 製 。CH2C12一 ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し(28)8M7を無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp151-152。.
〔α 〕甘+183.3・(e-O.12).A。 。t.C・1・d.ClgH250、B・ ・C,62.46;H,6,9・.F・u・d・
C,62.38;H,6.81.NMR(GDCI3)δ:α92(3H,・,18-CH3),1・26(3H,・,19-
CH3).
-44一
3α 一dl-4-Bromoandr。st-4-ene-一311,17β一di。1(31a)
(24)50㎎ をTHF4meに 溶 か しLiAID450留 を 加 え8hr室 温 放 置 。 含 水AcOEtで 過 剰 の
試 薬 を 分 解 後2⑪%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で
乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(2=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
TLGで*ll」製 。 ア セ ト ン か ら再 結 昴 し(31a)23myを無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp212-215。.
(27)と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:370(M+)(98%碕).NMRス ペ ク ト ル に お い
て3α 一Hに も と つ く シ グ ナ ル は 完 全 に 消 失 。
3α1-d1-Androst-4-ene-3β,17β 一diol(33)
(31a)20㎎ をTHF6meに 溶 か しLiAIH430卿 を 加 え16hr加 熱 還 流 。 含 水AcOEtで 過 剰
の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で
乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 粗 結 晶 を ベ ン ゼ ン ー エ ー テ ル(2=1)を 展 開 溶 媒 とす るpreparative
TI.Cに 付 す 。Rf値05の 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し(33)10myを無 色板 状 晶 ど して儒mp15Q-
153。.Androst-4-ene-3β,17fi-dio1と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:291(M+)
(98%c)C】).NMRス ペ ク トル に お い て3α 一IIに も と つ く シ グ ナ ル は 完 全 に 消 失 。
5α一Androstane--3β,4a,1719-trio13,17-Bis(tert-butyldimethylsilyl)
E廿1er(35b)
A。d,。、t-4-。 。e-3β,17fi-di。lbi、(t,Tt-b。tyldim。thy1、ily1)。th。,(34)36}
250㎎ を 無 水 工 一 テ ル42㎡ に 溶 か し,LiAIH4400㎎ を 加 え 氷 冷 撹 拝 下N2ガ ス を 通 じ な が ら
BF,-etherate39の エ ー テ ル 溶 液18nzeを15minに わ た っ て 滴 下 後lhr室 温 撹 拝 。含 水 工 一一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 をs%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾
燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 油 状 物 をTHFlOnzeに 溶 か し10%NaOH4nzeを 加 え,氷 冷撹 伴 下30%
H2023ineを徐 々 に 滴 下 し,さ ら に0。 でlhr撹 拝 。 水 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を5%
NaHSO3,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ヘ
キ サ ン ーAcOEt(30=1)を 展 開 溶 媒 とす るpreparativeTL(〕で 精 製 、MeOIIか ら 再 結 晶 し
(35b)200㎎を 無 色 葉 状 晶 と して 得 。mpl51.5-152。.〔α〕書+3.1。(e-o.16).Anat.Catcd.
C3JHooO3Si2:G,69・34;H,ll.26.Found:G,69・15;H,11・27・NMR(CDOI3)δ:O
(611,s,17-OSI(CH3)2),O.08(6H,s,3-OSi(OII,)2)、 。.68(311,s,18-CH3),O.84(311,
s,19-CII3),o.88(9H,s,17-OSi-tert-041も),o.91(9H,s,3-OSi-tert-G4Hg),
3.24-3.68(3H,m,3α 一,419-and17a-H).
5a-Androstane-3β,4α,17β 一triol(35a)
(35b)20㎎ をMeOH2nzeに 溶 か し20%HCIO.3nzeを 加 え15min室 温 放 置 。AcOEtで 希 釈
し,s%NallCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら
一45一
再 結 晶 し(35a)7myを無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp245-248。.(rep。rtedmp248-250。)75).
4α 一Acetoxy-5ct-・androstane-3β,17β一dioiBis(tert-・butyldimethylsilyl)
Ether(35c)
(35b)30叩 を ピ リジ ン とAc200.smeで 常 法 通 り ア セ チ ル 化 。 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt
「3⑪:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTI.Cで精 製 し(35c)17㎎ を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て
得.〔 α 〕『+27.・'re=・,22).A。 。・.C。1。d.C33H6204Si、 ・C,68.46;H,1・.8・.F。 。。d・
C,68・61;Hlo・89・NMR(CDCI3)δ=0(611,s,17-OSi(CH3)2) ,o.Ol,O.03(6H,
eachs,3-OSi「CHヨ)2),o.66(3H,s,18-CH3),o、80(3H,s,19-CH3) ,e.83,0、86
(1811,eachs,tert-G4Hg),2.ol(3H,s,-OCOGH3),3.273.70(2H ,m,3α 一arld
17α 一H),4.60-5.00(1H,m,4メ9-H).
3β 、17β 一Dihydroxy-5ct-androstan-4-・oneBis(tert-butyldimethylsilyl)
Ether(36)
(35b)140n9を ピ リ ジ ン2meに 溶 か しCrO3一 ピ リ ジ ン(1=10w/v)試 薬10meを 加 え5日
間 室 温 撹 拝 。 エ ー テ ル で 希 釈 し10%AcOH,10%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥,
溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を ヘ キ サ ン ー ベ ン ゼ ン(2:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
TI.Cで 精 製 。 ア セ ト ンか ら 再 結 晶 し(36)85㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp158-160。.〔α〕Zi-
1L6。(e;o.43).Anα9.Calcd.C32.H5sO3Si2:C,69.61;H,10.93.Found:C,69.68;
H,lO.73.NMR(CDG13)δ:0,0.15(12H,eachs,Si-CH3),0.72(3H ,s,18-
CH3),o・76(3H,s,19-CH3),o・88,0・92(18H,eachs,tert-C,H,) ,3.62(1H,
t,」=7Hz,17α 一H),4.12-4.36(1H,m,3α 一H).
5a-Androstane-3β,4β,17β 一trioI3、17-Bis(tert-butyldimethylsilyD
Ether(37b)
(36)10㎎ を 無 水 工 一 テ ル2nzeに溶 か し ,LiAIH410叩 を 加 え25min室 温 撹 伴 。 含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO,で 乾 燥 ・ 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 をDMFO・SnzeC(溶か しtert-butyldimethyt-
silylchloride150㎎ とimidazole300㎎ を 加 え1.5hr室 温 放 置 。水 を 加 え エ ー テ ル で 抽
出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 ・去 後 得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ヘ キ サ ン ー ベ ンゼ
ン(2二1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCで 精 製 。MeOHか ら 再 結 晶 し(37b)7㎎ を 無
色 葉 状 晶 と し て 得 。mp175一 艮76。.〔 α 〕Zi-30.o。(e-O.15).Ana!.Calcd.C3,ll6003Si2=
C.6934;H,tl26.Follnd=C,69.37;H,1L42.NMR(CDCI3)δ:0(611 ,s,17-
OSi(CII3)2),⑪.08(6H,s,3-0-Si(CH3)2),o.70(3H,s,18・ 一一CH3),1.06(3H ,s,
19-CH3) ,0・88,0・92(1SHeachs,tert-C,II,),3.48-3.80〔3H,m,3α 一,4α 一,
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and17α 一H).
5αr-Androstane-3β,4β,17β一trio巳(37a)
(37b)27㎎ をMeOH4meに 溶 か し,20%HCIo.5nzeを 加 え(35b)と 同 様 に加 水 分 解 。MeOH
か ら再 結 晶 し(37a)15ni7を無 色 柱 状 晶 と し て 得 。mp258-2610.〔 α〕伊 一4.2。(e=O.12,
MeOH).Anal.Calcd.ClgHsaO3:G,73・98;H,10・46・Found:C,73・84;H,10・56・
5a-一・Androstane-3β,4β,17β一triot3,4-・Acetonide(38)
(37a)8㎎を ア セ トン10nteCC溶か し,無 水CuSO4100叩 を 加 え8hr加 熱 還 流 。 反 応 液 を 濾
過 し濾 液 を 濃 縮 。 得 ら れ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(1=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
TLCで精製。MeOHから再結 晶 し(38)6叩を無色針状晶 と して得。mp173--174。.〔α〕伊一19.2。
(c二e.13).Anal.Calcd.G22H3603=C,75.81;10.41.Found:C,75.67;10.49.
NMR(CDC13)δ:0.76(3H,s,18-CH3),1.08(3H,s,r9-CH3),1.32,1.53(6H,
eachs,>C(CH3)2),3.64(lH,t,」=7Hz,17α 一H),3・92-4・08(2H,m,3a-and
4α一H).
(37b)のCrO3酸 化
(37b)10㎎ を ピ リ ジ ンo・5mllに溶 か し,CrO3一 ピ リジ ン(1:10w/v)試 薬1meを 加 え22hr
室 温 放 置 。 エ ー テ ル で 希 釈 しle%AcOH,s%NallCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。
得 られ る 結 晶 性 物 質 を ア セ ト ンか ら再 結 晶 し(36)7nzyを無 色 葉 状 晶 と して 得 。mp155-157。.
標 品 と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に一 致 。
(37b)の 脱 水 反 応
(37b)lOmeをピ リ ジ ン1ndに 溶 か し,氷 冷 下POC且30.2nzeを加 え24hr室 温 放 置 。 含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後 水 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。有 機 層 を5%NaHCO3,水 で洗 い無 水Na2SO4
で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(100:1)を 展 開 溶 媒 とす るprepa-
rativeTLCで 精 製 。MeOHか ら 再 結 晶 し(34)5㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mploO.5-102。.
標 品3fi)t混融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に一 致 。
4a-d1-5a-・Androstane-319,4β,17β 一一trio13,17-Bis(tert--butyldi-
methylsily1)Ether(39)
(36)500㎎ を 無 水 工 一 テ ル20meに 溶 か し,LiAlD,300n9を 加 え2.5hr室温撹 伴。 含水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 をDMF6meに 溶 か し,tert-butyldimethyl-
silylch】oridel9,imidazole1.S9を加 え30min室 温 撹 伴 。 水 を 加 え ヱ ー テ ル で 抽 出 。
有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去後 得 られ る結 晶性 物 質 を・ヘ キ サ ンーベ ンゼ ン(2=1)
を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCで 精 製 。MeOHか ら再 結 晶 し(39)400n9を 無 色 葉 状 晶
一47一
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}
と して 得 。IRン 括 搬bガ1:2100(C-D).mp175-176。.(37b)と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 セ
め ず。MSM/e=537(Mt)(98%d1).
4-d1・一Androst-・4-ene-3β,17β 一diolBis(tert-butyldimethylsilyl) 、
Ether(40b)
(39)200meを ピ リ ジ ン6認 に 溶 か しJPOG130.6nfを 加 え(37b)と 同 様 に 処 理 し得 られ る生
成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(lQo=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLGで 精 製 。MeOHか
ら再 結 晶 し(40b)140㎎ を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp97-990.(34)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め
ず 。MSM/e=519(M+)(98%dl).NMRス ペ ク トル に お い て4-Hシ グ ナ ル は 完 全 に 消 失 。
4--d「1-Androst-4-ene--3β、17β一diol(40a)
(40b)80mgをTIIFO.5me(c溶か し,(n-C4Hg)4NF2meを 加 え20hr室 温 撹 挫 。AcOEtで 希
釈,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る生 成 物 を ベ ン ゼ ン ーEtOH(10=1)を 展
開 溶 媒 と す るpreparativeTLCで 精 製 。MeOHか ら再 結 晶 し(40a)36㎎ を 無 色 板 状 晶 と し
て 得 。mp154-155。.Androst-4-ene-3ff、17,S-diotと 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
MSM/e:291(M+)(98%d1).N.MRス ペ クbル に お い て4-Hシ グ ナ ル は 完 全 に 消 失 。
(40a)のCrO3酸 化
(40a)28叩を ピ リジ ン0.5meに溶 か し,CrO3ピ リ ジ ン(1;20w/v)試 薬1πeを 加 え30min
室 温 放 置 。AcOEtで 希 釈 しlo%AcOH,lO%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 後 符 られ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(1:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLO
に 付 す 。Rf値0.600)画 分 を ア セ ト ン ー ヘ キ サ ンか ら 再 結 晶 し4一 己randrost-4-ene-3,
17-dione(42)6㎎を 無 色 板 状 晶 と して 得 。mpl70.5-172。.Andr・st-4-ene-3,17-
dioneと混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:287(M')(98%di).Rf値0.47の 画 分 を ア セ
旨
ト ン ー ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し4一 画 一testosterone(41)4叩を無 色 板 状 晶 と して得 。mpl43.5-
144c.Testosteroneと混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e=289(M+)(98%dl).(41)お
よ び(42)はNMRス ペ ク トル に お い て4-Hシ グ ナ ル は 完 全 に 消 失 。
第3章 第3節 付 属 実 験
Materials
基 質 の4-dl-androst-4-ene-3,17'-dione(42)は第3章 第2節 で,epimeric-4-
dl-5α一一androstane-:s,17-diones(20,23)は第2章 第2節 で そ れ ぞ れ 合 成 し た も の を 用 い た 。
5α一Androstane-3β,17,t9-diot17-tert-butyldimethy且silyletherはHosodaら36,
の 方 法 に 準 じて 合 成 し た 。
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2β 一di-5α 一Androstane-3,17-dione
　
12fi-Cli-5α 一A・d…lane--3α,17β 一di・li7-t・rt-b・tyldim・thyi・ily1・th・・"o}
レ
50叩 を ア セ ト ン10meに 溶 か し,5NIICI1認 を 加 え1hr室 ～温撹 伴 。5%NaHCO3で 中 和 後 誠
{
圧 下 溶 媒 を 留 去 しAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 碍 ら れ る!
結 晶 性 物 質 をMeOIIか ら再 結 晶 し2fi-d,-5α一androstane--3α,17β一diol29叩 を 無 色 板'i
状 晶 と して 得 。mp222-224。.5α 一Andrestane-3α,17β一diolとIE融 し 融 点 降 下 を 認ト
め ず 。3、17-Diol体50MSiを ピ リ ジ ン4π6に 溶 か しCrO3一 ピiJジ ン試 薬(1:low/v)ttnzeを
f
加 え5hr室 温 放 置 。 エ ー テ ル で 希 釈 し,10%AcOH,10%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い無 水Na2SO,!
で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(4:1)を 展 開 溶 媒 と す るprepara-
　
tiveTLCで 精 製 。 ア セ ト ン ー ヘ キ サ ン か ら再 結 晶 し2β 一d一5α 一androstane-3,i7-dione
37㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp131-132。.5α 一Androstane-3,17-dioneと混 融 し融
点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e=289(M+)(98%dl).
2Ct--d1-5a-Androstane-3,17-dione
2α 一dl-5α 一Androstane-3a,17〆9-dioi17-tert-butyldimethyisilylether40}
loom?を ア セ ト ン に 溶 か し,2P-D体 と 同 様 に5NHCIで 加 水 分 解 。得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を
MeOHか ら再 結 晶 し2α 一己一5α 一androstane-3α,17fi-diol59㎎を 無 色 板 状 晶 と して 得 。
mp222-224。.5α 一Androstane-3α,17/c7-dlolと混 融 し融 点降 下を 認 め ず 。3,17-DLo1
体50㎎ を2β 一D体 と 同 様 にCrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬 を 用 い る 酸 化 反 応 に 付 す 。 得 ら
れ る 粗 結 晶 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(411)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLGで 精 製 。 ア セ ト
ン ー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し2α 一d「5α 一androstane-3,17-dione32㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し
て 得 。mp131-132。.5α 一Androstane-3.17-dioneと混 融 し触 点降 下 を 認 め ず。MSM/e:
289(]M+)(98%dl1).
微 生 物 変 換
Pentc・tldiumdeeumbens(NRRL742)の培 養 は グ ル コ ー ス 含 有 ポ テ ト培 地 を 用 い る こ と
以 外 はMillerら45}の方 法 に 準 じて 行 な っ た 。 基 質124M?をEtOH2.smeec溶 か し,こ れ を24hr
culture500meに加 え27。 に72hrイ ンキ ュ ベ ー ト。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 をAcOEtで
抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を ヘキサ ンーAcOEt
(2=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLGで 精 製 。 ア セ トンー ヘ キ サ ンか ら再 結 晶 し4α 一d1-
5α一androstane-3,17-dione(43)101㎎を 得 。mp130一 董31.50.5α一Androstane-
3,17-dioneと 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:289(M+)(92%dl).
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(43)の4a-dl-5a-A・d・ 。・tane--3fl,17fi--di。117-tert-B・tyldim・thyl・ilyl
ether(44)へ の 誘 導
微 生 物 変 換 に よ っ て 得 た4α 一d1-5α 一androstane-3,17-dione(43)95inVを 無 水 工 一 テ
ル20meに 溶 か し,1.iAII{410⑪ 叩 で3,17-dioSに 還 元 。DMF一 ピ リ ジ ン(1㎡)の 混 液 中
imidazole800叩,tert-butyldimetylsiIylchloride500㎎ を 用 い て シ リル 化 し319 ,
17fi-bis(tert-butyIdlmethylsilyl)etherl30mgを 得 。 つ い でHosodaら36〕 ら の 方 法 に
準 じ3位 を 選 択 的 に 酸 で 加 水 分 解 し て(44)46㎎ を 得 。mp164一 童65。.5α 一Androstane-
3β,17β 一dio117-tert-butyldimethylsilyletherと 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず
。
第4章 第2節 付 属 実 験
5Ct--Cholest-2・-en-5-ol(46)
5α 一Gholestane-3β ,5-diol3-p-toluenesulfonate(45c)1.69を 一 夜 活 性 ア ル ミ ナ
1009に 吸 着 。 ヘ キ サ ン ー ベ ン ゼ ン(4:1)で 溶 出 す る 画 分 を ア セ ト ン か ら 再 結 晶 し(46)600ng
を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mp94.5-95.5。.Anal.Calcd.C2,H,60:C,83.8?;Il,1L99.
Found:C,83.?9;H,11.94.NMR(CDCI,)δ:O.65(3H,s,18-CH3) ,O.85,0.92
(12H,s,19-,21-,26-,and27-CH,),5.59(2H ,m,2-and3-H).(reported
mp93-95。)76).
2a,3a-Epoxy-5a-cholestan-5-ot(47)
(46)4somgrを ベ ン ゼ ン15㎡ に 溶 か し,m一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸380㎎ を 加 え4.5hr室 温 撹 拝 。
反 応 液 を ベ ン ゼ ン で 希 釈,5%NaHSO3,5%IaHGO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶
媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 をMeOHか ら 再 結 晶 し(47)320meを 無 色 板 状 晶 と し て 得 ・。mp142-
143。.Anα1.Galcd.C27H4602:C ,80.54;H,11.52.Found=G,80.04;H,11,34.
NMR(CDG13)δ:0.65(3H,s,18-CH,) ,O.80,0.91(12H,s,19-,21-,26-and
27-CH3),3.38(2H ,m,2β 一and3β 一H).(reportedmp144-145。)75[.
(47)のLiAIH4還 元
(47)491㎎ を 無 水THF40nteに 溶 か し,LiAIH4340ngを 加 え}.5hr加 熱 還 流 。含 水AcOEt
で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水
Na2SO,で 乾 燥.溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOIIか ら 再 結 晶 し5α 一cholestane-3ct ,
5-dioi(53)306n9を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp198-200。.Ana9.Calcd.C27H4sO2=C ,
80.14;II,11.96.Found=C ,79.87;}1,ll.86.NMR(CDC13)δ=O,64(3H,s,18-
CH,),O.80,0.91(12H,s,19-,21-,26-and,27-OH3),4.00(lH,m,W}S-・6Hz ,
3,・9-H).(・ep・ ・t・dmp195-198。)77).
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(46)のHydration反応
(46)sooniFを無 水THFsonteに 溶 か し,氷 冷 撹 伴 下LiAIH,600n9とBF3-ethera1e
59よ り発 生 させ たB2116ガス を3・5hrに わ た っ て 通 導 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 ,
エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 油 状 物 をTHFsine
に 蔚 か し,氷 冷 下lO%NaOH3meを 加 え,30%II2023nzeを徐 々 に 滴 下 ,o。 で1hr撹 伴 。 反
応 液 を 水 で 希 釈 しAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒
留 去 後 得 られ る 生 成 物 を ベ ン ゼ ン ーAcOEt(3=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付
す 。Rf値O.49の 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し(53)ll2㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp199-
200。.Rf値o.18の 画 分 をMeOHか ら再 結 昂 し5α 一cholestane-3β,5-dio1(45a)97my
を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp218-219。.い ず れ も 標 品 と混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
Cholest-4-en-3β 一一〇1Acetate(48)の エ ポ キ シ 化 反 応
(48)186MYをベ ン ゼ ン22nzeに溶 か しm一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸125ngを 加 え 一 夜 室 温 放 置 。
AcOEtで 希 釈 。5%NaHSO3,5%NaHGO,,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後
得 られ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ヘ キ サ ン ー ベ ン ゼ ン
(4:1)で 溶 出 す る 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し4α,5-ep。xy-5α一cholestan-3β一・lacetate
(49b)76㎎を無 色 板 状 晶 と して 得 。mp120-121。.Anat.Calcd.C2gH4sO3:C,78.32;H,10.88.
Found=C,78,46;H,10.80.NMR(CDCI,)δ=0.68(3H,s,18-CH3),o.80,0.91
(9H,s,21-,26-,and27-GH3),Lll(3H,s,19-CH3),2.08(311,s,-OCOCH3),
2.87(1H,s,4β 一II),490(IH,m,3α 一H).(reportedmp117-119。)7B}.ヘ キ サ
ンー ベ ン ゼ ン(2:1)で 溶 出 す る 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し4β,5-epoxy-5fi-choLestan-
3β一 〇lacetate(50)50叩 を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp89-900.Anat.Ca】cd.C2gll4sO3=C,
78、32;il,10.88.Found:O,78,02;H,10.94.NMR(CDCI3)δ=o.68(311,s,18-
CII,),0.80,0.91(9H,s,21-,26-and27-CH3),1.04(3H,s,19-CH3),2.08
(3H,s,-OCOCH3),3,13(1H,d,J=3Hz,4α 一H),5.07(IH,m,3α 一II).(reported
mp979Sb)79)・
4a,5-Epoxy-5ct-chotestan-3β一 〇1(49a)
(49b)4389を ジ オ キ サ ン50meに 溶 か し,30%KOHSmeを 加 え3hr室 温 撹 伴 。 水 を 加 え
てAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 をMeOH
か ら 再 結 晶 し(49a)2.89を無 色 板 状 晶 と し て 得 。mpl23-125。.Anal.Calcd.G27}臨02;
G,80.54;H,ll.52.Found:C,80.58;H,11.53.NMR(CDCI3)δ:0.68(3H ,s,
18-CH3),0。81,0.91(9H,s,21-p26-and27-CH3) ,L11(3H,s,19--CH3),
2.88(IH,broads,4β 一H),3.95(IH,m,3α 一H).(reportedmp136-137。)se).
-51一
4Ct,5-Epoxy-5ct--cholestan-3-one(51)
(49a)2.89をピ リ ジ ン34meに 溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1=10w/v)試 薬70nzeを加 え 一 夜
室 温 撹 伴 。 エ ー テ ル で 希 釈 し,lo%AcOH,10%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥,
溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら再 結 晶 し(51)1,759を無 色 板 状 晶 と して得 。mp121-
123。.Anad.Calcd.C27Hk402;G,80.94;H,ILO7.Found:C,80.87;H ,lo.96.
NMR(GDCI,)δ=o、69(3H,s,18-CH3),O.80,0.90(9H,s,21-,26-and27-
CH3),104(3H,s,19-CH3),3.00(藍H,s,4β 一H).(reportedmp123-124.so)80).
5αt-Cholest-3-en-5-ol(52)
(51)106叩 をNH,NH2・II201meと90。に5min加 熱 。 水 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を
水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質 を 含 水MeOHか ら 再 結 晶 し(52)
82㎎ を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mp75-76。.NMR(CDCI3)δ:0.68(3H,s,18-CH3) ,
0.83,0.94(12H,s,19-,21一26-and27-CH3),5.60(2H ,s,3-and4-H).
(rep・rtedmp75-760)81}.
(52)のHydration反応
(52)106myを(46)と 同 様 にB2H6を 用 い るltydration反応 に 付 す 。 得 られ る 生 成 物 を ベ ン
ゼ ン ーAcOEt(3:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付 す 。Rf値0.49の画 分 をMeOH
か ら 再 結 晶 し(53)lon9を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp196-1970.Rf値o.18の 画 分 をMeOH
か ら 再 結 晶 し(45a)32㎎ を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp217-219。.(53)お よ び(45a)は い ず
れ も 標 品 と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
5α一Hydroxycholestan-3-one(54)
(53)300叩 を ピ リ ジ ン5認 に 溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1=10w/v)試 薬10meを 加 え23hr
室 温 撹 梓nエ ー テ ル で 希 釈 し,to%AcOH,10%Na2CO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 後 得 ら れ る結 晶 性 物 質 を ア セ ト ンか ら 再 結 晶 し(54)179MVを 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
mp227-228。./lnal.Caicd.C27H4602=C,80.54;H,11.52.Found;C,80.56;H,
11.51.NMR(CDCI3)δ:0.68(3H,s ,18-CH3),⑪.80,0.90(9H,s,21-,26-and
27-CH3),1.16(3H,s ,19-GH3).(reportedmp222-223。)821.
(54)のNaBH4還 元
(54)lonzeをMeOH4認 に 溶 か し,氷 冷 下NaBH440ngの 水 溶 液0.2meを加 え5min撹 梓 。 過
剰 の 試 薬 をAcOHで 分 解 しAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 をs%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾
燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ベ ンゼ ン ーAcOEt(3:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparative
TLCに 付 す 。Rf値o・49の 画 分 をMeOHか ら 再 結 晶 し(53)2nzgを 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
mpl97-1995。.Rf値0.18の 画 分 をMeOI{か ら 再 結 晶 し(45a)5n9を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。
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F;
, mp218-219。.(53)お よ び(45a)は そ れ ぞ れ 標 品 と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
5α1-Cholestane-3β5-diol3-Acetate(45b)
ト
(45a)をAc20一 ピ リ ジ ン で 常 法 通 り ア セ チ ル 化 。MeOHか ら 再 結 晶 し(45b)を 無 色 葉 状 晶 と
1し て 得 。mp正86-187。 ■Anal・Calcd・C2gll,,03=G・77・97;H・tl・2s・Found:C・77・98;　
i H,1129.NMR(GDCI3)δ:o.65(3H,s,18-CII3),0.81,0.92(9H,s,21-,26-'
and27-OH3),1.00(3H,s,19-eH3),202(3H,s,-OCOCH3),5,05(IH,m,3α 一
H)(reportedmpl84-186。)s3[.
(45b)の脱 水 と 加 水 分 解
(45b)87ngをピiJジ ン1.5meに溶 か し 氷 冷 下SOCI2e.2meのCHGI3溶 液1nfを 加 え5min撹
伴 。 含 水AcOEtで 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5彩NaHGO3,水 で 洗 い 無 水
Na2SO4で乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る生 成 物 を ジ オ キ サ ン3nzea(溶か し,30%KOH1㎡ を 加 え
一 夜 室 温 放 置 。 水 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得
られ る 生 成 物 を ベ ンゼ ン ーAcOEt(5:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCに 付 す。Rf値
0.40の画 分 をMeOHか ら再 結 晶 しcholestero133n9を無 色 葉 状 晶 と して 得 。mp145-147。.
Rf値O・47の 画 分 をMeOHか ら 再 結 晶 しcholest-4-en-3β 一〇120叩 を 無 色 針 状 晶 と して 得 。
mp125-127。.こ れ ら は い ず れ も標 品 と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
2at-di--5a-ChoIestane-3β,5-diol(56)
(46)1.469を 無 水THF60㎡ に 溶 か し氷 冷 撹 伴 下,LiAID4129とBF,-etherate
169よ り 発 生 さ せ たB2D,ガ ス を4hrに わ た っ て 通 導 す る 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解
し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 油 状 物 をTHF
60meに 溶 か し氷 冷 下10%NaOH30me,30%H20223meを 加 えo。 で2hr撹 拝 。AcOEtで
抽 出,有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を シ リカ ゲ ル を 用 い る
カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ヘ キ サ ン ー ベ ンゼ ン(1=3)溶 出 画 分 か ら2α 一dl-Sα 一
cholestane-3α,5-diol(55)260ngを無 色 無 晶 形 物 質 と して 得 。 ベ ンゼ ン溶 出 画 分 を ベ ン
ゼ ン ーAcOEt(3=1)を 展 開 溶 媒 とす るpreparatlveTI.Cで精 製 し,さ ら に(55)77叩 を 得 。
(55)337㎎ を ピ リ ジ ン5冠 に 溝 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1=10w/v)試 薬8.5nzeを加 え 一 夜 室
温 放 置 。 エ ー テ ル で 希 釈 し,10%AcOH,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 し て2α 一dl-5ct-hydroxycholestan-3-oneを得 。 こ れ をMeOH2⑪nfに 溶 か し氷
冷 下NaBH4600㎎ の 水 溶 液1㎡ を 加 え0。 で2hr撹 伴 。10%AcOHで 過 剰 の 試 薬 を 分 解 し
AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生
成 物 を ベ ン ゼ ン ーAcOEt(3:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTI.Cに付 す 。Rf値o.18の
画 分 か ら(56)80㎎ を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。
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2α1-40醒1-Cholesterol(57)
(56)80叩 をAc20一 ピ リ ジ ンで 常 法 通 り ア セ チ ル 化 。 得 ら れ る3-acetateを ピ リ ジ ン1耀
に 溶 か し氷 冷 下SOC120.2nzllのCHCI3溶液1ntを 加 え5min撹 挫 。 含 水AcOEtで 過 剰 の 試 薬 を
分 解 しAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NallCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら
れ る生 成 物 を[3%MeOH性KOIIに 溶 か し37。 で 一 夜 撹 梓 。AcOEtで 抽 出 し有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を ベ ンゼ ン ーAcOEt(5:1)を 展 開 溶 媒 と す る
preparativeTLCで精 製 。MeOHか ら再 結 晶 し(57)33叩 を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mpl48-
149.5b.Cholesterolと1昆融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:387(M+)(93%dl).
2β一4一5α 一Ch。lestane-3β、5-di。1(59)
(47)1望をTHF30㎡ に 溶 か し1.iAED,800叩 を 加 え40皿in加 熱 還 流 。 含 水AcOEtで 過
剰o)試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4
で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 し2β 一d一5α 一cholestane-3α,5-diol(58)1.0222を無 色 無 晶 形 物 質
と して 得 。 こ れ を 精 製 す る こ と な く ピ リ ジ ン14認 に 溶 か しCrO3一 ピ1)ジ ン(1:low/v)試 薬
20meを加 え(55)と 同 様 に 酸 化 し2β 一己「5α 一一hydroxycholestan-3一⑪ne600㎎ を 得 。 得
られ た3-keto体 をMeOH40meに 溶 か しNaBH429で 先 と 同 様 に 還 元 。 得 ら れ る 生 成 物 を
preparativeTLCで精 製 し(59)380㎎ を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。
2β 一d1-ChoSesterol(60)
(59)380㎎ を(56)と 同 様 に ア セ チ ル 化,脱 水,つ い で 加 水 分 解 に 付 し(60)62塑 を 無 色 葉
状 晶 と し て 得 。mp147.5-1480.Cholestero1と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/,:387
(M+)(97.5%dl).
4ct-d1-5at-ChoIestane-3β,5-dioI(62)
(52)2YをLiAID42,59とBF3-etheratelO.5?よ り発 生 させ たB2D6ガ ス を 用 い(46)と
同 様 にdeuteration.得られ る4α 一dl-5α 一cholestane-3a,5-diol(61)を先 と 同 様 に
CrQa酸 化,NaBH4還 元 に 付 し(62)20M9を 得 。
4α一d,・一《=)heIestero量(63)
(62)20㎎ を(56)と 同 様 に ア セ チ ル 化,脱 水,つ い で 加 水 分 解 に 付 し(63)7myを 無 色 葉 状
晶 と し て 得 。mpl48-149。.Cholestero1と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e=387(M+)
(96・5%dl).
4β一d,-5a-Cholestane-3β,5-diol(64)
(49b、500ilzlTをLiAlD,750㎎で 還 元 。(47)と 同 様 に 処 理 し 「64)435㎎ を 無 色 無 晶 形 物
質 と し て 得 。
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1
4β 一d・-Ch。1este「。1(65)
}
(64)435磁(56)と 同 様1こア セ チ ル 化 ・ 脱 水 ・ つ い で 加 水 分 解}耐 し(・・)1・岬 撫 色 葉
1状 晶 と し て 得 。mp147.5-148。.Cholesterolと 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:387
1
(M+)(984%d!)・
　
第4章 第3節 付属実験　
l MateriaIs
基 質 のepimeric2一 お よ び4-di-cholesterols(57,60,63,65)は第4章 第2節 で 合 成
した も の を 用 い た 。
微 生 物 変 換
培 地 はcornsteepliquorl.0%,meatextractO.2%,お よ びK2H1)O,0.05%を 溶 か
し精 製 水 で 全 量 を1Zに 調 製 す る 。Arthr・baeterStmplexIAM(1660)を 液 体培 地100me
に 接 種 し300で2口 間 振 盟 培 養 す る 。 新 た に 調 製 した 培 地lOmev(こ の 種 培 養 液0.4meを加 え30。
で21hr培 養 。 つ い で 基 質5㎎ をDMFO.lmeに 溶 か し培 養 液 に 添 加 。6hr後 に α,αLdipyridyl
L6ngを加 え,さ ら に47hrイ ン キ ュ ベ ー トす る。
抽 出 な ら び に 分 離
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 をAcOEt20meで3回 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾
燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を ベ ンゼ ン ー エ ー テ ル(1:1)を 展 開 溶 媒 とす るprerarative
TLCに 付 す 。Rf値0.40の 画 分 か らADDを 約27%の 変 換 率 で 得 。(57),(60)お よ び(65)
か ら得 られ たADDのNMRス ペ ク トル デ ー タ は 以 下 に 示 す と お りで あ っ た 。
SUbstrateC1-HC2・-HC恥 一4
(57}6.82`broads}5.85(s)
(60)6.82(d,」210Hz)6.Ol(dd,」=10,lHz}5.84(s)
(65)6.82(d,J=10Hz)6。01(dd,J=IO,IHz)5.84(s)
第5章 第2節 付 属 実 験
6β一d,-5ct・一・Cholestan-3β,5--diot(67a)
5,6α 一Epoxy-5α一cholestan-3β一 〇1(66)450㎎ を 無 水THF10㎡ に 溶 か し ,1.iAID,
300n9を加 え25hr加 熱 還 流 。 含 水AcOEtで 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加
えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を
MeOIIか ら再 結 晶 し(67a)305叩 を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp218-219。.5α 一Gholestane一
3β,5-dio1(45a)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
6β一d1-5ct-Hydroxycholestan-3-one(68a)
(67a)130㎎ を ピ リジ ン4meに 溶 か し,CrO3一 ピ リ ジ ン(1:10w/v)試 薬smeを 加 え5hr
室 温 放 置 。AcOEtで 希 釈 し10%AcOH,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 を ア セ ト ンか ら 再 結 晶 し(68a)113卿 を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
mp227-2280、5α 一Hydroxycholestan-3-one(54)と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
6β一d1-Chelest-4-en-3-one(69a)
(68a)17㎎ を ベ ン ゼ ンsmeに 溶 か し,無 水p-TsOH8叩 を 加 え42hr室 温 撹 伴 。AcOEtで
希 釈 し5%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2sO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る生 成 物 を ヘ キ サ ン ー
AcOEt(6:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCで 精 製 。MeOHか ら再 結 晶 し(69a)10my
を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mp80.5-81Q.Gholest-4-en-3-oneと 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
IR・:9美 ・m"L・21・・(C-D).NMR(CDCI、)δ1・.・ ・(3H,・,18-CH、),・r8・(6H,
d,J=6Hz,26-and27-CH3),0.92(3H,d,J=6Hz,21-GH3),117(3H,s,19-
CH3),5.70(1H,s,GゲH),MSM/e=385(M+)(98%dl).
6-di-Cholest-5-en-3β 一 〇1Acetate(72)
3α.5-Gyclo-5α 一cholestan-6-one(70)19を 無 水THFlOnzeeC溶 か し ,LiAtD,
300myを 加 え1.5hr加 熱 還 流 。 含 水AcOEtで 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加
えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い,無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を 無 水
工 一 テ ルsomeに 溶 か し氷 冷 下AcOHlsnze ,BF3-etherate15meを 徐 々 に 滴 下 。1.5hrOoで
撹 梓,エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 をs%NaHCO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 得 られ
る 結 晶 性 物 質 を 精 製 す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。 一 部 をMeOHか ら再 結 晶 し(72)を 無 色 葉
状 晶 と して 得 。mpll4-ll5。.Cholest-5-en-3ff-olacetateと 混 融 し 融 点 降 下 を 認
め ず 。NMR(CDGI,)δ=068(3H ,s,18-CH3),0.87(6H,d,J;6Hz,26-and27-
CH3),0.92(3H,d,J=6Hz,21--CH3),LO3(3H,s,19-CH3),205(3H ,s,
-OGOCH3) ,4.64(1H,m,3α 一H).
6a--dl-5ct-Cholestane-3β,5--dioI(67b)
(72)19を ベ ン ゼ ン20㎡ に 溶 か しm一 ク ロ ル 過 安 息 香 酸400ngを 加 え 一 夜 室 温 撹 拝 。AcOEt
で 希 釈 し5%NaHSO3,5%NaHCO3r水 で 順 次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ
る 牛 成 物 を 無 水THFlomeに 溶 か し,1.iAIH4300n9を 加 え2hr加 熱 還 流 。含 水AcOEtで 過 剰
の 試 薬 を 分 解 。20%vソ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で
乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を シ リカ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す,ヘ キ
サ ン ーAcOEt(5:】)溶 出 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し(67b)424㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。
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「mp218-219。.5α 一Gholestane-3β,5-diol(45a)と混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
旨
6a-d1-5ct-Hydroxycholestan-3-one(68b)　
(67b)120mgをCrO3一 ピiJジ ン(亘:10w/v)試 薬 を 用 い(67a)と 同 様 に 酸 化 。 ア セ トン か髭
ド 惣 灘難 鴛 論即… 』　 　 『 ・
(68b)93㎎ を ベ ン ゼ ン15,neに溶 か し,無 水p-TsOH50㎎ を 用 い(68a)と 同 様 に 脱 水 反 応
　
1に 付 す 。 得 ら れ る生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(6:1)を 展 開 溶 媒 とす るpreparativeTLCで
　
精 製 。MeOHか ら再 結 晶 し(69b)58n9を無 色 板 状 晶 と して 得 。mp80.5-81。.Cholest-4-
…
en-3-oneと 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。IRvll9{c,nti=2150(O-D).NMR(ODC13)ト
δ=o.71(3H,s,18-GII3),o.86(6H,d,」 二・6Hz,26-and27-GH,),⑪.90(3H,d,
J=6Hz,21-CH3),1」8(3H,s,19-CH3),5.68(童H,d,J=1.5Hz,C4-H).MSM/e=
385(M+)(98%dl).
第5章 第3節 付 属 実 験
Materia奮s
IRス ペ ク トル の 比 較 上 標 品 と し て 必 要 なepimeric6-di-chotestenone(69a,69b)は
第5章 第2節 で,基 質 の4β 一dl-cholesterol(65)は第4章 第2節 で 合 成 し た も の を 用 い た 。
6-di--Cholestero1(73)
6-di-Cholest-5-en-3β 一 〇lacetate(72)310叩 をTHF3me-MeOH6nzeに 溶 か し ,
30%KOHlntを 加 え10min室 温 放 置 。AcOEtで 抽 出 し有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾
燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 結 晶 性 物 質 をMeOHか ら 再 結 晶 し(73)226㎎ を 無 色 葉 状 晶 と して 得 。
mp147・・-148.・Ch・1・・・…1と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず.IR・IX暮{・m"・22・ ・(C-D).
MSM/e二387(M+)(98%dl).
5a-Cholestane-3β,4α一diot3-tert-ButyldimethyIsilylEther(75b)
Ch。1・・t-4-・n-3fi-・lt・rt-b・tyldim・thyl、ilyl・th。,(74。)36)300・7を無 水 工 一
テ ル18meに 溶 か しLiAIH4360叩 を 加 え,氷 冷 下N2ガ ス 気 流 中BF3-etherate39の エ ー テ
ル 溶 液1Smeを15minに わ た っ て 滴 下,さ ら にlhr室 温 撹 挫 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分
解 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHOO3,水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 得 ら れ
る 油 状 物 をTHFlOnzeに 溶 か し氷 冷 下10%NaOH4me,30%H2023meを 徐 々 に 滴 下,さ ら に
o。でlhr撹 挫 。 水 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHSO3 ,5%NaHCO3,水 で 順 次 洗
い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(100=1)を 展 開 溶 媒
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と す るpreparativeTLGで 精 製 。 エ ー テ ル ーMeOHか ら再 結 晶 し(75b)210nz7を無 色 葉 状 晶
と し て 得.mp197-19・..〔 α 〕言2+2・.・D(c-・.2・).A・ 。・.C。1。d、C,、II,、0、Si・C ,
7638;H,12.04.Found:C ,76.28;H,12.08.NMR(CDCI3)δ:0.08(6H,s,Si
(CH3)2),o.64(3H,s,18-CH3),0.90(9H,s,tert-C4Hg) ,3.1-3.5(2H,m,3α一
and4〆9-}1).
(75b)の加 水 分 解
(75b)5㎎を ア セ ト ン5認 に 溶 か し5NHCIO.05nzeを 加 え30min600で 放 置 。s%NaHCO3
で 中 和 後,溶 媒 留 去 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら
れ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOEt(4=1)を 展 開 溶 媒 とす るpreparativeTLCで 精 製 。MeOH
か ら再 結 晶 し5α 一choLestane-3β,4α一dio1(75a)3叩 を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp232-
2340.(rep・・t・dmp236-238。)84}.
3β 一Hydroxy--5a--chojestan-4-onetert--ButyldimethylsilylEther(76)
Pyridiniumchlorochromatel9とAcONa75叩 のCH2Cl2懸 濁 液5nzeGC(75b)soOnzVの
CH2C12溶液Smeを 加 え14hr室 温 撹 梓 。 無 水 工 一 テ ル を 加 え ア ル ミナを つ め た グ ラ ス フ ィ ル ター
で 濾 過 。 濾 液 を 濃 縮 。 得 ら れ る結 晶 性 物 質 をMeOHか ら再 結 晶 し(76)400nt7を無 色 葉 状 晶 と し
て 得.mpl35-138..〔 ・ 〕智+1.go(e-・ 、27).A。 。・.C。1。d .C、 、H、。0、Si・C、76.68;H,
lL70.Found=C,76.48;H,lL89.NMR(GDC13)δ=0 .12(6H,s ,Si(CH3)2),
・・64(311,・,18-CH、),O・71(3H ,・,・9-GH、),O、89(9H,・,t,rt-C、H,),4.15
(1H,dd,J=7,1⑪.5Hz,3α 一H).
5at-Cholestane-3β,4β一dio13-tert-ButyldimethylsilylEther(77b)
(76)70㎎ を 無 水 工 一 テ ル5nzeに溶 か し ,LiAEH,30叩 を 加 え40min室 温 で撹 伴 。含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2,SO,で乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 をDMF2me一 ピ リ ジ ン1meに 溶 か しimidazele
400ng.tert-butyidimethylsilylchloride200㎎を 加 え 室 温3hr放 置 。 水 を 加 え エ ー
テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を ヘ キ サ ン ー ベ
ンゼ ン(2=1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTI.Cで精 製 。 エ ー テ ル ーMeOHか ら 再 結 晶 し
(77b)52㎎ を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mpl85-187。.〔 α 〕雪+14・0。(c…O・58)・Anal.
Calcd.G33H6202Si・1/2HzO:C,75.08;H,12.03.Found:C,74.65;H ,11.65.NMR
(CDCI3)δ:0.06(6H,s,Si(CH3)2),o.64(3H,s,18-CH3),0.89(9H ,s,tert-
C、H、),1・03(3H ,・,19-CH3),3.40-3.72(2H,m,3α 一 ・nd4α 一H).
(77b)のCrO3酸 化
(77b)30㎎ を ピ リ ジ ン1meに 溶 か し,CrO一 ピ リ ジ ン(1=10w/
v)試 薬1meを 加 え5hr室
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1 温で撹伴 。 エーテルで希釈 し10%AcOH,5%NaHCO3,水 で順次洗い無水Na2SO4で乾燥。
溶媒留去後得 られ る生成物 をヘキサ ンーベ ンゼ ン(2=1)を 展開溶媒 とす るpreparativeTLC
Iで 精 製 。 エ ー テ ル ーMeOHか ら再 結 晶 し(76)22myを 無 色 葉 状 晶 と して 得 。mp128.5-130。.
1標 品 と混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず 。
(77b)の加 水 分 解
(77b)IOM9をMeOIIに溶 か し,sNHC1を 用 い(75b)と 同 様 に 加 水 分 解 。MeOHか ら 再 結
晶 し5α 一cholestane-3β,4β一diol(77a)7㎎ を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mpl98-201e
(reportedl99-2010)85}.
(77b)の脱 水
(77b)!Om?を.ピリ ジ ンlmeVC溶か し氷 冷 下POCI30.2nzeを加 え 一 夜 室 温 で 撹 伴 。 含 水 工 一 テ
ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得
られ る 生 成 物 を ヘ キ サ ンを 展 開 溶 媒 とす るpreparativeTI.Cで精 製 。 エ ー テ ル ーMeOHか ら再
結 晶 し(74a)6ngを無 色 葉 状 品 と し て 得 。mpl11-ll2⑪.標 品 と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
4α一d「5a-Chotestane-3β,4β 一dio13-tert-ButyldimethylsilylEther(77c)
(76)1.47を無 水 工 一 テ ル30meに 溶 か し,LiAID4600ngを 加 え30min室 温 撹 梓 。含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 後20%ロ ッ シ ェ ル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出,有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 生 成 物 をDMF8認 一 ピ リ ジ ン4㎡ に溶 か しtert-blltyl-
dimethylsityIchloride2.29,imidazole4.59を加 え3hr室 温 撹 拝 。水 を 加 え エ ー テ ル
で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を シ リカ ゲ ル を 用 い
る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ヘ キ サ ン ー ベ ンゼ ン(2:1)で 溶 出 す る 画 分 よ り結 晶 性 物
質1.259を 得 。 こ の も の は 精 製 す る こ と な くつ ぎ の 反 応 に 付 す 。 一 部 を エ ー テ ル ーMeOIIか ら再
結 晶 し(77c)を 無 色 葉 状 晶 と して 得 。mpl93-194。.(77b)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
4-d,-Cholest-4--en-3β 一 〇1tert-ButyIdimethylsilyiEther(74b)
(77c)1.259をピ リ ジ ンに 溶 か しPOCI3を 用 い(77b)と 同 様 に 脱 水 反 応 を 行 な い,得 られ る
生 成 物 を シIJカ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー に 付 す 。 ヘ キ サ ン ーAcOEt(50=1)で
溶 出 す る 画 分 よ り結 晶 性 物 質19を 得 。 一 部 をMeOHか ら 再 結 昂 し 「74b♪を 無 色 葉 状 晶 と して 得 。
mpl11-114。.(74a)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。NMR(CDCI3)δ:0・08(6H ,s,Si
(CH3)2),0.67(3H,s,18-CH3),(L89(9H,s,tert-C4Hg),1.03(3H,s,19-GH3)
4.20(IH,m,3α 一H).
4α,5-'Epoxy-5a-cholestan-3β一 〇ltert-ButyldimethylsilytEther(78a)
4a,5-Epoxy-5α 一cholestan-3,S-oL(49a)40叩をDMFO、5nte一ピ リ ジ ン0、2㎡に 溶 か
し,imidazole200mg,tert-butyldimethylsilylchloride100叩を 加 え10min室 温
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撹搾。水 を加 えエーテルで抽 出。有機層を水で洗い無水Na2SO4で乾燥 。 溶媒留 去後得 られ る生
成物 をエーテルーMeOHか ら再結晶 し(78a)45叩を無色葉状晶 として得。mp176・5-178。.
〔α 〕『+5・.・.(c==・.38).Anad.C。1。d.C、 、Hh。0、Si・G,76.68;H,1L7。.F。 。nd・C,
76.62;H,11.84.NMR(CDGI,)δ=o.08(6H ,s,Si(GH3)2),o.67(3H,s,18-GH3),
0・89(gH,s,t・rt-C、Hb),1.08(3H ,s,19-CH3),2.82(1H,s,4fi-H),3,90
(1H,m,3Ct-H).
4β,5-Epoxy-5β 一chotestan-3β 一 〇Itert-ButyIdimethylsilylEther(79b)
4β,5-Epoxy-S,t9-cholestan-3β 一 〇L(79a)86)30㎎ を(49a)と 同 様 に シ リル 化 。MeOH
か ら 再 結 晶 し(79b)33mgを 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp89-89.50.〔a〕 ド+1.50(e=0.49).
Anal・Calcd・C33H6002Si:G,76.68;H,11.70.Found:C,76.46;H,11.89.NMR
(CDC13)δ=0.⑪5,0.06(each3H,s,Si(CH3)2),0.70(3H,s,18-CH3),0.96(9H,
s,tert-C4Hg),1.07(3H,s,19-GH3),3.01(1H,d,J=3Hz,4α 一・H),4.08(IH,
m,3α 一H).
5a-Cholestane-3β 、5-dioI3-tert-ButyldirnethyisilylEther(80b)
5α 一Cholestane-3β,5-diol(80a)s6)100ngを(49a)と 同 様 に シ リ ル 化 。 エ ー テ ル ー
MeOHか ら再 結 晶 し(80b)114n9を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp186-188。.〔 α〕否 一11.9。(e-
o.21)。Anad.Calcd.C33H6202Si;C,76.68;H,11.70.Found:C,76.35;H,12.lo.
NMR(CDC13)δ:O.04(6H,s,Si(GH3)2),0.64(3H,s,18-CH3) ,0.89(9H,s,
tert-C,Hg).0.99(3H,s,19-CH3),4、08(1H、m,3α 一H).
(74b)のエ ポ キ シ 化 反 応
(74b)1yを ベ ン ゼ ン20meec溶 か しm-一ク ロ ル 過 安 息 香 酸500n9を 加 え1.5hr室温 撹 拝 。 エ ー
テ ル で 希 釈 し,5%NaHSO3,5%NaHCO3,水 で1頂次 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得
ら れ る生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。ヘ キ サ ンーベ ンゼ ン(3:1)
で 溶 出 。 さ き に 溶 出 さ れ る 画 分 を エ ー テ ル ーMeOHか ら 再 結 晶 し4β 一4「4α,5-epoxy-5α 一
cholestan-3ff-oltert-butyldimethylsilylether(78b)845㎎を 無 色 葉 状 晶 と し て
得 。mp176-177。.(78a)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。 後 に 溶 出 さ れ る 画 分 をMeOHか ら 再
結 晶 し4α 一d「4f8,5-epoxy-5β 一cholestan-3β一 〇ltert-butyldimethylsiLylether
(79c)52㎎を 無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp88-89。.(79b)と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
4ct-di-5a-Cholestane-3β,5-dioI3-tert-ButyldimethytsilylEther(80c)
(78b)900㎎ を 無 水 工 一 テ ル30nzeに溶 か しLiAtH,700ngを 加 え30hr加 熱還 流 。 含 水 工 一
テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 。20%ロ ッ シ ェル 塩 溶 液 を 加 え エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 られ る 結 晶 性 物 質820㎎ を 精 製 す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付
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す 。 一 部 をMeOHか ら再 結 晶 し(8Qc)を 無 色 釧 状 晶 と し て 得 。mp186-18So.(80b)と 混 融
し融 点 降 下を 認 め ず 。
4α 一d1-Cholestero1(81)
(80c)820㎎ を ピ リ ジ ンlOmeに 溶 か し氷 冷 下SOGI,o・smeのCIIC13溶液o.8nzeを加 え5min
ooで撹 拝 。 含 水 工 一 テ ル で 過 剰 の 試 薬 を 分 解 し エ ー テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を5易NallCO3、 水 で
洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥,溶 媒 留 去 。 得 られ る 生 成 物 を ア セ ト ンlOnze一工 一 テ ルlO,neに 溶 か
し30min60。 で 加 熱 。5%NaHCO3で 中 和 し溶 媒 留 去 後AcOEtで 抽 出 。有 機 層 を 水 で 洗 い 無
rkNa2SO,で乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を シ リカ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク 日 マ トグ ラ フ ィー
に 付 す 。 ヘ キ サ ン ーAcOEt(lo=1)溶 出 画 分 をMeOHか ら再 結 晶 し(81)234㎎ を 無 色 葉 状
晶 と し て 得 。mpl45-146.5。.IRレ 冨?{cm-];2175(C-D).Gholesterolと 混 融 し融
点 降 下 を 認 め ず 。MSM/e:387(M')(98%d1).
基 質 のNMRス ペ ク トル
OC14中Eu(fod),を シ フ ト試 薬 に 用 い モ ル 比o.21で 測 定 し た 非 標 識 お よ び1「ウk素化chole-
sterols(65,73,81)のNMRス ペ ク トル デ ー タ は 以 下 に 示 す と お り で あ っ た 。
(hanicaユshift(δ)PIIM
Odrrpound4α_H4β 一H6-H
(h)1esterol5.24(m)5.48(m}5・90(broaddrJ」4Hz)
4a-D(81)5・74(m)5・96(b】roads)
4β一・D(65)5.14(m)5・92(broadd'J=4Hz)
6-D(93)5.38(m)5.68(rn)
イ ン キ ュベ ー シ ョ ン
基 質20m?を95%EtOHo.2meに 溶 か し3ff-hydroxysteroidoxidase〔E.C.1.1。3.6〕
4㎎,0.03Mリ ン 酸 緩 衝 液(pll7.2)60me6i加え21hr37。 で イ ンキ ュ ベ ー ト。 イ ンキ ュ ベ ー
シ ョ ン混 合 物 をAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 で 洗 い 無 水Na2SO4で 乾 燥,溶 媒 留 去 。 得 られ る 生
成 物 を ヘ キ サ ン ーAcOb]t(5:1)を 展 開 溶 媒 と す るpreparativeTLCで 精 製 。MeOHか ら再
結 晶 しcholestenoneを無 色 板 状 晶 と し て 得(収 率95%).ChoLestenoneの マ ス ス ペ ク5ル
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の 解 析 に よ り得 られ た 重 水 素 保 持 率 をTableWに7J≒ した 。 ま た こ れ ら生 成 物 のNMRス ペ ク トル
デ ー タ は 以 下 に 示 す と お り で あ っ た 。
Sbb6trate
鷹
4α一D4β 一D6-D
CholestencmedisapPeared5.76(s,Wi/2=1.5Hz)5.76(d,J=ZHz)
重 水 素 交 換
Cholesten⑪neおよ び6β 一di-cholestenoneをつ ぎ に 示 す 条 件 下21hr37。 で イ ンキ ュベ ー
ト した 。 生 成 物 のch・testenoneを先 と 同 様 に し て 単 離 し た 。 そ の マ ス ス ペ ク トル の 解 析 に よ り
得 られ た 電 水 素 保 持 率 をTableVに 示 し た 。
CholestenQneEtOHEnzymeMedium
I㎎ 皿1㎎m1
6β一D4.40.2a)2H、 。5
㎞ 一D5.60.2b)2D、05
6B-D5.10.2a)㎜eH、05
btc・n-D5.7。.2b)㎜eD,05
Enzyme=chDlesteroloXidase,H20:0.03MpbOspt)atebuffer
(pH7・2),D20=0・03MphDsphatebufferinD20(pH7.2>.
a》99亀EtOH,b}959EヒC旧.
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